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INTRODUCTION GENERALE 
 
 
Le système immunitaire d’un individu lui permet de se défendre contre les nombreux 
pathogènes rencontrés. Chez la plupart des mammifères, les principaux effecteurs de la réponse 
immunitaire sont les leucocytes, qui dérivent des cellules souches hématopoïétiques (CSH) présentes 
dans la moelle osseuse.  
Les CSH donnent naissance à deux lignages distincts : le lignage lymphoïde, qui inclut les 
lymphocytes B, T, et NK (Natural Killer) et le lignage myéloïde, qui inclut les granulocytes, les 
monocytes/macrophages, les mégakaryocytes et les érythrocytes. Enfin, les cellules dendritiques 
dérivent à la fois des progéniteurs lymphoïdes et myéloïdes (Wu, Vandenabeele et al., 2001). 
 
Découvertes au début des années 1960, les lymphocytes B (LB) sont des médiateurs 
importants du système immunitaire, et plus précisément de la réponse humorale. La principale 
fonction des LB est de sécréter des protéines appelées immunoglobulines (Ig), ou anticorps, afin de 
permettre à l’organisme de se défendre contre la large gamme de pathogènes que les individus peuvent 
rencontrer au cours de leur vie. Pour cela, chacun des 2x1011 LB matures que compte le corps humain 
possède un récepteur membranaire (BCR, B Cell Receptor) unique, et produit un seul type d’anticorps 
avec une spécificité particulière. Après stimulation par un antigène, un LB est capable de se multiplier 
et de donner naissance à de nombreuses cellules sécrétant les mêmes anticorps. 
  
 Chez les mammifères, la lymphopoïèse B se déroule dans le foie fœtal puis dans la moelle 
osseuse après la naissance. En revanche, chez l’oiseau, où les cellules B ont été étudiées pour la 
première fois, la différenciation prend place dans un autre organe, appelé « Bourse de Fabricius », qui 
a donné l’appellation de « B » à ces cellules.  
 Deux types de LB sont produits chez la souris, les lymphocytes B-1 et les lymphocytes B-2. 
La population des LB-1 représente 5% des cellules B totales (Hayakawa, Hardy et al., 1985). Ils 
apparaissent précocement durant la vie fœtale et sont essentiellement des progéniteurs du foie fœtal. 
Ils sont retrouvés principalement dans les cavités pleurales et péritonéales où ils sécrètent 
spontanément des IgM, aussi connus sous le nom d’ « anticorps naturels » (Bos, Meeuwsen et al., 
1988). Ces anticorps de faible affinité constituent la première ligne de défense de l’organisme contre 
les infections (Haas, Poe et al., 2005). Les LB-2 constituent la population majoritaire de LB, et sont 
aussi appelés LB conventionnels. Ils sont issus de progéniteurs présents dans la moelle osseuse et sont 
continuellement produits au cours de la vie.  
La différenciation des cellules B suit plusieurs étapes successives au cours desquelles prennent 
place les réarrangements des gènes des chaînes des Ig. Les progéniteurs B les plus précoces sont 
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appelés les cellules pro-B. A cette étape, les gènes codant pour les chaînes lourdes d’Ig (IgH) 
commencent à réarranger. Au stade suivant, celui des cellules pré-BI, les gènes codant pour les 
chaînes IgH finissent d’être réarrangés. Ensuite, les cellules pré-BII qui expriment une chaîne IgH 
capable de s’associer avec la pseudo-chaîne légère exportent le récepteur pré-B (pré-BCR) à leur 
surface et sont sélectionnées. La signalisation par le pré-BCR est à l’origine de la prolifération des 
cellules, puis de leur différenciation par l’initiation du réarrangement des gènes codant pour les 
chaînes légères d’Ig (IgL). L’expression du BCR de surface caractérise l’étape des LB immatures, et 
constitue un nouveau point de contrôle de la différenciation. En effet, seules les cellules B immatures 
qui expriment un BCR non auto-réactif à leur surface pourront quitter la moelle osseuse afin de 
poursuivre leur différenciation en périphérie vers le stade final des plasmocytes, qui sont les cellules 
sécrétrices d’anticorps. 
Tout au long de leur développement, les progéniteurs B sont en contact direct avec des cellules 
du microenvironnement stromal de la moelle osseuse. Ce terme de microenvironnement stromal 
regroupe toutes les cellules qui servent de support physique aux cellules hématopoïétiques, et qui 
sécrètent des facteurs solubles, cytokines ou chimiokines par exemple, nécessaires à l’hématopoïèse. 
 
 Au cours de ma thèse, je me suis intéressée à la différenciation des lymphocytes B dans la 
moelle osseuse, plus précisément à l’étape où les cellules expriment le pré-BCR à leur surface. 
L’activation des pré-BCR présents à la surface des cellules est à l’origine de la prolifération des 
cellules pré-BII, puis de leur différenciation vers les cellules B immatures. Au laboratoire, nous avions 
précédemment démontré que la galectine-1, protéine sécrétée par les cellules stromales de la moelle 
osseuse, est un ligand pour le pré-BCR. Elle est à l’origine de la formation d’une « synapse 
immunologique » entre les cellules pré-B et les cellules stromales, et induit la relocalisation du pré-
BCR dans la synapse puis l’activation des voies de signalisation en aval du pré-BCR. 
 J’ai tout d’abord étudié les conséquences fonctionnelles des interactions entre le pré-BCR et la 
galectine-1 sur la prolifération, la survie et la différenciation des cellules B. D’autre part, le 
microenvironnement stromal est impliqué dans le soutien de nombreuses cellules hématopoïétiques 
présentes dans la moelle osseuse. Cependant, son rôle sur la différenciation des LB, plus 
particulièrement au stade des cellules pré-BII, a été très peu étudié. Ainsi, dans la dernière partie de 
ma thèse, j’ai étudié les différentes populations stromales de la moelle osseuse, et principalement 
celles qui expriment la galectine-1. 
  
12
I/ LE DEVELOPPEMENT DES LYMPHOCYTES B DANS LA MOELLE OSSEUSE  
CHEZ LA SOURIS 
 
 
L’hématopoïèse est l’ensemble des mécanismes qui conduisent à la production et au 
remplacement régulé des cellules sanguines matures à partir des CSH. Grâce à l’hématopoïèse, le 
nombre de cellules sanguines reste stable au cours de la vie d’un individu.  
 
Les CSH sont capables de s’auto-renouveler, sans perdre leur capacité de multipotentialité. 
Après la réception d’un signal d’activation, elles se différencient dans la moelle osseuse en 
progéniteurs hématopoïétiques de plus en plus engagés, et perdent progressivement leur capacité de 
différenciation vers les autres lignages hématopoïétiques pour produire un seul type de cellule 
sanguine. Ainsi, au cours de leur engagement vers la lignée B, les CSH vont d’abord perdre leur 
capacité de donner une cellule myéloïde, puis leur capacité de donner des cellules T et NK. La 
différenciation précoce des LB se déroule aussi dans la moelle osseuse, jusqu’au stade des cellules B 
immatures. Les cellules B immatures non auto-réactives seront exportées en périphérie où elles 
finiront leur différenciation en cellules B matures. 
 
 
A/ L’engagement dans la lignée B et le développement précoce des lymphocytes B 
 
1/ Des cellules souches hématopoïétiques aux progéniteurs lymphoïdes communs 
 
Les CSH ont été décrites pour la première fois dans les années 70 (Schofield, 1978). Elles 
possèdent deux propriétés essentielles : elles ont la capacité de s’auto-renouveler à long terme afin de 
maintenir constant le nombre de CSH et elles peuvent, en réponse à une stimulation extérieure, 
amorcer leur différenciation vers tous les types de cellules sanguines, incluant les cellules myéloïdes et 
lymphoïdes.  
Au cours de leur différenciation, les CSH perdent tout d’abord leur capacité d’auto-
renouvellement à long terme. En effet, deux types de CSH ont été caractérisés (Morrison, Wandycz et 
al., 1997) : les CSH à long terme (LT-CSH) et les CSH à court terme (CT-CSH). Elles ont le même 
potentiel de différenciation vers tous les lignages hématopoïétiques et peuvent toutes les deux générer 
des CFU-S (Colony Forming Unit-Spleen), c'est-à-dire des colonies multi-cellulaires dans la rate 
(Yang, Bryder et al., 2005). Cependant, les CT-CSH ont une capacité d’auto-renouvellement réduite et 
ainsi, elles ne peuvent maintenir l’hématopoïèse que pendant six semaines avant leur épuisement 
(Christensen & Weissman, 2001).  
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Figure 1 : Modèles de l’hématopoïèse précoce
A/ Modèle classique de l’hématopoïèse : Dans ce modèle, les CLP et CMP dérivent symétriquement de la
même CMP.
B/ Modèle révisé de l’hématopoïèse : Dans ce modèles, les CLP et CMP dérivent de façon asymétrique des
différentes populations de MPP. Les progéniteurs perdent graduellement leur potentiel myéloïde au cours de la
différenciation vers les cellules B.
LT-CSH : Cellule souche hématopoïétique à long terme ; CT-CSH : Cellule hématopoïétique à court terme ;
CLP : progéniteur lymphoïfr commun ; CMP : progéniteur myéloïde commun ; MEP : progéniteur
mégakaryocyte / érythrocyte ; GMP : progéniteur granulocyte/macrophage ; LMPP : lymphoïde primed MPP ;
ELP : progéniteur lymphoïde précoce ; ETP : progéniteur T précoce ; E : érythrocyte ; G : granulocyte ; Mk :
mégakaryocyte ; Mp : macrophage.
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 
Les progéniteurs multipotents (MPP) sont générés à partir des CT-CSH. Ils ont totalement 
perdu leur capacité d’auto-renouvellement mais possèdent toujours leur multipotentialité vers tous les 
lignages hématopoïétiques.  
 
Deux modèles principaux ont été proposés pour expliquer la différenciation des cellules 
hématopoïétiques à partir des MPP.  
La divergence précoce et symétrique entre les lignages myéloïdes et lymphoïdes a longtemps 
été proposée (Figure 1A). Cette hypothèse s’appuie sur la découverte des progéniteurs lymphoïdes 
communs (CLP) et des progéniteurs myéloïdes communs (CMP), qui ont la capacité de se différencier 
dans toutes les cellules hématopoïétiques à l’intérieur de leur propre lignée (Kondo, Weissman et al., 
1997 ; Akashi, Traver et al., 2000). Les CLP expriment le récepteur de l’IL7 (IL7R¯) dont le signal est 
indispensable pour la différenciation vers les lymphocytes B et T (Von Freeden-Jeffry, Vieira et al., 
1995). En parallèle, les CMP se différencient vers les progéniteurs des mégakaryocytes et des 
érythrocytes (MEP) et les progéniteurs des granulocytes et des macrophages (GMP). Cette hypothèse 
forme la base du modèle « classique » de l’hématopoïèse, dans lequel les CLP et CMP dérivent du 
MPP de façon symétrique, et constituent la première étape irréversible dans l’acquisition d’un lignage 
déterminé.  
Plus récemment, les MPP ont été séparés en trois sous-populations distinctes sur la base de 
l’expression des marqueurs Flt3 et VCAM1 (Lai, Lin et al., 2005 ; Lai, Kondo et al., 2006), (Figure 
1B). La caractérisation de leur potentiel de différenciation indique que les cellules Flt3lo représentent 
les « vrais » MPP précédemment décrits, et ont la capacité de se différencier vers tous les lignages 
hématopoïétiques. Les MPP Flt3hiVCAM1+ ont à la fois un fort potentiel lymphoïde et myéloïde mais 
ils ont perdu leur potentiel de différenciation vers les MEP. Cette population a été baptisée LMPP 
(lympoïd primed-MPP). Elle dérive directement des MPP et constitue un progéniteur bipotent pour les 
ELP et les GMP (Adolfsson, Mansson et al., 2005). Les MPP Flt3hiVCAM1- donnent principalement 
des lymphocytes in vivo bien qu’ils aient gardé la capacité de se différencier en GMP in vitro. Cette 
population, baptisée ELP (early lymphocyte progenitor) est à l’origine des CLP (Igarashi, Gregory et 
al., 2002). Dans ce deuxième modèle, l’hématopoïèse se déroule en différentes étapes au cours 
desquelles les progéniteurs lymphoïdes perdent progressivement leur potentiel de différenciation vers 
les cellules myéloïdes.  
 
2/ Des progéniteurs lymphoïdes communs à l’engagement dans la lignée les lymphocytes B 
 
 Les CLP sont généralement admis comme étant les progéniteurs directs des cellules B dans la 
moelle osseuse, ainsi que les progéniteurs à l’origine de la colonisation du thymus. Cependant, 
plusieurs études récentes indiquent que la divergence entre les lignées B et T a lieu en amont des CLP 
15
Figure 2 : Les facteurs de transcription impliqués dans la régulation de l’entrée dans le lignage B
(Adapté d’après Busslinger, 2004, Annual Review of Immunology)
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dans la moelle osseuse (Figure 1B). En effet, les CLP injectés par voie intraveineuse contribuent très 
faiblement à la lymphopoïèse T (Lai & Kondo, 2007). De plus, les progéniteurs T dans le thymus 
(ETP, earliest T lineage progenitors) n’expriment pas l’IL7R¯, le marqueur principal des CLP 
(Allman, Sambandam et al., 2003). A l’inverse, les ELP, qui sont à l’origine des CLP ont conservé un 
fort potentiel de différenciation vers la voie T après injection intraveineuse (Perry, Welner et al., 
2006). Dans ce modèle, les ELP donneraient d’une part les CLP, à l’origine de la lignée B dans la 
moelle osseuse, et donneraient d’autre part les ETP, à l’origine de la lignée T dans le thymus.  
 
3/ Les facteurs de transcriptions impliqués dans la génération des lymphocytes B 
 
 La génération des lymphocytes B est le résultat de nombreux choix de lignages cellulaires. Les 
transitions cellulaires prennent place de façon régulée, sous le contrôle de facteurs extracellulaires 
comme les cytokines, et sous le contrôle de mécanismes intrinsèques à la cellule. Parmi eux, les 
facteurs de transcription sont essentiels à la différenciation des CSH, puis au maintien des progéniteurs 
dans leur voie de différenciation (Figure 2). Les facteurs extracellulaires, sécrétés par le 
microenvironnement stromal, nécessaires à la lymphopoïèse B seront détaillés dans la troisième partie 
de l’introduction. 
 
a. La régulation de l’entrée dans la lignée lymphoïde 
 
Les deux facteurs de transcription Ikaros et PU.1 sont largement exprimés par les cellules 
hématopoïétiques, incluant les CSH, les progéniteurs précoces comme les CLP et les cellules 
myéloïdes différenciées. La perte d’un seul de ces facteurs bloque l’entrée dans la lignée B.  
Les souris déficientes pour Ikaros n’ont pas de cellules B, T et NK (Georgopoulos, Bigby et 
al., 1994 ; Wang, Nichogiannopoulou et al., 1996). De plus, Ikaros est crucial pour la maturation des 
LMPP vers les ELP puis les CLP. En effet, les LMPP des souris déficientes pour Ikaros n’expriment 
pas Flt3, IL7R¯, Rag1 et Rag2, essentiels pour la différenciation lymphoïde (Yoshida, Ng et al., 
2006). Au niveau moléculaire, il a été proposé qu’Ikaros favorise la voie lymphoïde en activant 
l’expression du récepteur Flt3 et en réprimant l’expression des gènes impliqués dans la voie myéloïde 
(Nichogiannopoulou, Trevisan et al., 1999).  
Les souris déficientes pour le facteur de transcription PU.1 meurent à la naissance et n’ont 
aucun LB, ostéoclaste et macrophage. La différenciation des cellules T, NK et granulocytes est 
fortement affectée. Enfin, leur CSH perdent leur potentiel de repopulation (Scott, Simon et al., 1994 ; 
McKercher, Torbett et al., 1996). Les effets de PU.1 dépendent de son niveau d’expression. 
Faiblement exprimé, PU.1 favorise la différenciation des LMPP vers la lignée lymphoïde et vers le 
lignage B, tandis qu’à forte concentration, il aide à la différenciation vers les macrophages (DeKoter & 
Singh, 2000). 
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b. La régulation de l’entrée dans la lignée des lymphocytes B 
 
Après leur engagement dans la lignée lymphoïde, les progéniteurs dépendent d’un nombre 
important de facteurs de transcription, incluant PU.1, EBF1, E2A et Pax5 pour évoluer vers la lignée 
B. Tous ces facteurs de transcription vont permettre d’exprimer des gènes spécifiques au lignage B, 
comme Rag1, Rag2, mb-1 (Ig¯, CD79a), B29 (IgΚ, CD79b), Igll5 (۷5), VpréB, CD19 (Quong, 
Romanow et al., 2002). 
 
En réponse à la stimulation des CLP par l’IL7, PU.1 participe à l’activation de l’expression du 
facteur de transcription EBF1, en corrélation avec E2A (Kee, Murre et al., 1998 ; Medina, Pongubala 
et al., 2004 ; Kikuchi, Lai et al., 2005). 
Le facteur de transcription EBF1 est l’un des régulateurs clés dans le développement B 
précoce. Les souris déficientes pour EBF1 n’expriment pas les gènes spécifiques du lignage B (Rag1, 
Rag2, mb-1, B29, Igll5, VpréB, CD19 et Pax5) et aucun LB n’est présent en périphérie (Lin & 
Grosschedl, 1995). Un phénotype similaire est décrit pour les souris déficientes pour E2A, qui code 
pour les protéines E47 et E12, et pour les souris sur-exprimant Id1, un inhibiteur de E2A (Bain, 
Maandag et al., 1994 ; Sun, 1994), suggérant que E2A et EBF1 coopèrent pour initier la lymphopoïèse 
B (Sigvardsson, O’Riordan et al., 1997). De façon similaire, la surexpression de Id2 in vitro entraîne la 
différenciation des progéniteurs ELP vers les cellules pro-NK et pro-DC, au détriment du lignage B 
(Ikawa, Fujimoto et al., 2001 ; Hacker, Kirsch et al., 2003 ; Jaleco, Stegmann et al., 1999). Enfin, la 
surexpression de EBF1 permet de compenser l’absence de PU.1 et de E2A et de rétablir la 
différenciation des LB (Seet, Brumbaugh et al., 2004). EBF1 peut se fixer sur le promoteur de Pax5 
afin d’activer son expression (O’Riordan, Grosschedl et al., 1999). E2A, EBF et Pax5 régulent 
ensemble l’expression des gènes nécessaires à la différenciation des LB. Par exemple, EBF et E2A 
participent à la déméthylation de l’ADN au niveau du promoteur de mb-1, nécessaire à son activation 
par Pax5 (Maier, Ostraat et al., 2004).  
 
c. Le maintien dans la lignée des lymphocytes B 
 
 Une fois engagées dans le lignage B, les cellules y sont maintenues par l’intermédiaire de la 
répression de l’expression des gènes impliqués dans la différenciation vers les autres types de cellules 
hématopoïétiques. 
 
Le facteur de transcription Pax5 est essentiel pour maintenir les cellules pro-B dans leur voie 
de différenciation (Cobaleda, Schebesta et al., 2007). Il est exprimé sous le contrôle de E2A et EBF1, 
dès le stade des cellules pro-B jusqu’à l’étape de maturation finale des cellules B vers les plasmocytes 
(O'Riordan & Grosscheld. 1999). Dans les souris déficientes pour Pax5, la différenciation des LB est 
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bloquée au stade des cellules pro-B, juste avant le début des réarrangements des gènes des chaînes IgH 
(Urbanek, Wang et al., 1994). De plus, les cellules pro-B dérivées des souris Pax5-/- sont 
multipotentes. In vitro, elles se maintiennent au stade pro-B lorsqu’elles sont cultivées sur des cellules 
stromales et en présence d’IL7 (Nutt, Urbanek et al., 1997 ; Nutt, Morrison et al., 1998). Cependant, 
elles sont capables de s’engager vers tous les lignages hématopoïétiques. Par exemple, elles se 
différencient en macrophages lorsqu’elles sont cultivées en l’absence d’IL7, et en ostéoclastes, cellules 
NK, cellules dendritiques, lymphocytes T (LT) ou granulocytes lorsqu’elles sont stimulées par des 
facteurs appropriés (Nutt, Heavey et al., 1999 ; Rolink, Nutt et al., 1999 ; Carotta, Brady et al., 2006). 
Une fois que Pax5 est exprimé, les progéniteurs B sont définitivement entrés dans le lignage B (Nutt, 
Heavey et al., 1999). Il agit en réprimant l’expression des gènes spécifiques aux lignages érythroïde, 
myéloïde, et des LT (Schebesta, McManus et al., 2007 ; Pridans, Holmes et al., 2008).  Par exemple, 
Pax5 inhibe l’expression de Notch1, essentielle pour la différenciation vers les LT. Pax5 permet aussi 
de réprimer Flt3, dont l’expression, bien que requise pour l’hématopoïèse précoce, doit être terminée 
pour autoriser l’entrée dans le lignage B (Delogu, Schebesta et al., 2006). 
 Le facteur de transcription LRF est aussi impliqué dans le maintien des cellules dans le lignage 
B en réprimant l’expression des gènes du lignage T. La perte de LRF dans les CSH et les CLP résulte 
en une absence totale de LB et un développement des LT extra-thymique chez la souris (Maeda, 
Merghoub et al., 2007). Plus précisément, LRF bloque le signal induit par Notch dans la moelle 
osseuse, où les ligands de Notch sont faiblement exprimés par les cellules stromales. A l’inverse, après 
leur migration dans le thymus, les ELP sont soumis à un environnement dans lequel les ligands de 
Notch sont abondamment exprimés. Dans ce cas, l’action répressive de LRF sur le signal induit par 
Notch n’est plus suffisante et les ELP se différencient en progéniteurs T. 
 
 4/ Le développement précoce des lymphocytes B 
 
 L’objectif de la différenciation B est de générer des cellules exprimant un répertoire diversifié 
de BCR et tolérant aux auto-antigènes. Les étapes successives de la différenciation sont caractérisées 
par l’expression de protéines membranaires et intracellulaires, par les réarrangements des gènes des 
chaînes d’Ig et enfin par l’expression de surface du récepteur des cellules pré-B (pré-BCR) et des 
cellules B (BCR), (Ehlich, Martin et al., 1994 ; ten Boekel, Melchers el al., 1995). Plusieurs 
nomenclatures existent pour caractériser les étapes de la différenciation des LB, décrites dans la figure 
3. Pour la suite de ce manuscrit, la nomenclature établie par le groupe de Melchers sera utilisée. 
  
 Les cellules les plus précoces appartenant à la lignée B sont les cellules pro-B. Elles 
proviennent des CLP et expriment à leur surface une isoforme de CD45, B220 ainsi que CD19, le co-
récepteur du futur BCR. Le réarrangement des gènes des IgH débute dans les cellules pro-B par le 
réarrangement des segments de gène DH (segment de diversité) et JH (segment de jonction).  
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Figure 3 : Diagramme représentant la différenciation des cellules B, du stade des cellules pro-B
aux cellules B matures, et décrivant les réarrangements des chaînes d’Ig et les marqueurs
exprimés à chaque étape
(Adapté d’après Hardy, Kincade et al., 2007, Immunity
Hardy & Hayakawa, 2001, Annual Review of Immunology)
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Par la suite, les cellules pré-BI sont définitivement engagées dans le lignage B. Les 
réarrangements des gènes des IgH y sont achevés, par les réarrangements du segment VH (segment 
variable) avec le segment DJH nouvellement formé (Hardy, Carmack et al., 1991).  
Le stade des grosses cellules pré-BII est caractérisé par l’expression du pré-BCR de surface. 
Les chaînes IgH provenant de réarrangements fonctionnels s’associent avec une pseudo chaîne légère 
(SLC) et le complexe de transduction du signal CD79a/b pour former le pré-BCR (Karasuyama, Kudo 
et al., 1990 ; Karasuyama, Rolink et al., 1996). La signalisation du pré-BCR induit la diminution de 
l’expression des gènes RAG1/2, ce qui résulte en l’arrêt des réarrangements, puis active la 
prolifération des cellules. Ce mécanisme est à l’origine de la sélection positive des grosses cellules 
pré-BII ayant une chaîne IgH fonctionnelle (Melchers, ten Boekel et al., 2000). Après l’arrêt de la 
prolifération, les cellules restent en phase G1 (Li, Hayakawa et al., 1993) et se différencient en petites 
cellules pré-BII qui n’expriment plus le pré-BCR. A ce stade, l’expression des gènes RAG1/2 est 
réactivée, et le réarrangement des gènes des chaînes IgLκ a lieu (ten Boekel, Melchers el al., 1995). Si 
le réarrangement n’est pas fonctionnel, les réarrangements secondaires ont lieu sur le locus IgL۷ 
(Ehlich, Schaal et al., 1993).  
Enfin, les réarrangements productifs autorisent la différenciation vers les LB immatures, qui 
expriment le BCR à leur surface. A cette étape, seuls les LB immatures non auto-réactifs sont 
positivement sélectionnés et migrent en périphérie. 
 
 
B/ Les mécanismes de la diversité dans la moelle osseuse 
 
Les réarrangements des gènes des chaînes d’Ig ont pour but de générer des BCR fonctionnels 
et diversifiés. Le BCR est constitué de deux chaînes IgH et de deux chaînes IgL. Chaque chaîne d’Ig 
est constituée d’une partie constante (C) et d’une partie variable (V). La partie V d’une chaîne IgH est 
obtenue par l’association d’un segment de diversité (DH) avec un segment de jonction (JH), puis avec 
un segment variable (VH). La partie V d’une chaîne IgL ne contient pas de segment D et est obtenue 
par l’association VL-JL.  
 
La diversité est générée de deux façons différentes. Tout d’abord, la diversité combinatoire 
consiste en l’association aléatoire d’un segment génique V, D et J afin de former la partie V complète. 
Ensuite, la diversité jonctionnelle consiste en l’ajout ou la perte de nucléotides au hasard à la jonction 
entre les différents segments géniques. 
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Figure 4 : Séquence des RSS et règle des RSS 12/23
Un RSS consiste en un heptamère et un nonamère conservés, séparés par un espaceur de 12 ou 23 nucléotides.
Les recombinaisons ne peuvent avoir lieu qu’entre un segment génique flanqué d’un RSS12 et un segment
génique flanqué d’un RSS23.
Les RSS12 sont représentés par des triangles roses, et les RSS23 sont représentés par des triangles bleus.
CACAGTG ACAAAAACC
Heptamère Nonamère
Espaceur
12 ou 23 pb
Séquence conservée des RSS :
Locus IgH :
Locus IgLκ :
Locus IgLλ :
DV JDV JDV J
1è étape2è étape
V VV J J J
V VV J J J
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1/ La diversité combinatoire 
  
Chaque segment de gène est flanqué de deux séquences signal de recombinaison (RSS). Tous 
les RSS sont constitués de l’heptamère conservé 5’CACAGTG3’ contigu à la séquence codante, d’une 
région non conservée appelée espaceur qui est longue de 12 ou 23 nucléotides, puis du nonamère 
conservé 5’ACAAAAACC3’ (Sakano, Huppi et al., 1979 ; Early, Huang et al., 1980 ; Hesse, Lieber et 
al., 1989). Les recombinaisons ne peuvent se produire qu’entre un segment possédant la séquence 
RSS23 et un segment possédant la séquence RSS12. De cette manière deux gènes possédant le même 
espaceur ne peuvent pas recombiner. Ceci évite des recombinaisons entre deux segments de gène de 
même type, et entre les segments VH et JH (Figure 4). 
 
Les mécanismes de recombinaison sont identiques pour les gènes des IgL et IgH. Ils 
impliquent la cassure double brin de l’ADN, l’excision de la séquence d’ADN située entre les deux 
segments choisis, puis la réparation de l’ADN entre les deux segments codants. La cassure de l’ADN 
est induite par les recombinases RAG1 et RAG2 (Recombination activating genes), qui sont 
spécifiquement exprimées par les cellules lymphoïdes (Oettinger, Schatz et al., 1990 ; Schatz, 
Oettinger et al., 1989) 
La première étape des recombinaisons (Figure 5) est la reconnaissance puis la fixation du 
complexe RAG1/2 sur les RSS12 et RSS23 des segments cibles. La protéine RAG1 s’associe avec 
l’heptamère conservé des RSS, et la protéine RAG2 stabilise l’interaction (Swanson & Desiderio, 
1999). Les protéines RAG1/2 induisent la cassure simple brin de l’ADN, puis sa courbure. Le 
rapprochement des protéines RAG fixées sur les deux RSS permet la formation du complexe 
recombinase. Ce complexe est à l’origine du clivage double brin de l’ADN, entre le segment codant et 
le RSS, au niveau de l’extrémité 5’ des heptamères conservés (Jung & Alt, 2004). Suite à la cassure 
double brin de l’ADN, les extrémités se replient et forment une structure en épingle à cheveux à 
l’extrémité de la séquence codante (van Gent, McBlane et al., 1996). Parallèlement, les séquences 
excisées se referment sur elles-mêmes et forment les joints signaux, qui seront éliminés au cours des 
divisions successives des cellules. 
 La structure en épingle à cheveux nouvellement formée sera ensuite clivée. Les épingles à 
cheveux sont reconnues par plusieurs protéines : l’hétérodimère Ku70/Ku80 et une protéine kinase 
ADN-dépendante (DNA-PK) qui recrutent et activent Artémis. Les fonctions du complexe incluent : la 
protection des brins d’ADN contre leur dégradation potentielle (Boulton & Jacskon, 1996, Boulton & 
Jacskon, 1996b), l’ouverture de la structure en épingle à cheveux, puis la juxtaposition des brins 
d’ADN, nécessaire à la future ligation (Cary, Peterson et al., 1997) et enfin le recrutement et 
l’activation des protéines nécessaires à la réparation de l’ADN (Lieber, Grawunder et al., 1997). La 
ligation est assurée par l’ADN ligase IV qui permet de relier les extrémité d’ADN et de reformer 
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Figure 5 : Les différentes étapes des recombinaisons VDJ
Sur le schéma, les deux séquences d’ADN à joindre sont les segments V et J. Cependant, le mécanisme est le
même pour tous les segments de gènes. Ici, le segment V est flanqué d’un RSS23 et le segment J d’un RSS12.
Etape 1 : Les recombinases RAG1/2 se fixent sur les RSS et clivent un brin de l’ADN. Le clivage entraîne la
courbure de l’ADN et le rapprochement des deux RSS. Les RAG1/2 clivent ensuite le deuxième brin, et les brins
codant se replient en structure en forme d’épingle à cheveux.
Etape 2 : Les structures en épingles à cheveux sont coupées par Artémis et DNA-PK. La TdT rajoute ensuite des
nucléotides au hasard à l’extrémité des séquences codantes. La ligation est réalisée par le complexe
XRCC4/ligase IV.
En parallèle, le joint signal est formé par la ligation des extrémités franches des RSS, par le complexe
XRCC4/ligase IV.
V J
V J
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double 
brins
coupure 
simple 
brin
V
J
V
J
V
J
RAG1/2
Fixation du complexe RAG1/2
Clivage double 
brin de l’ADN
Formation de la structure 
en épingle à cheveux
Joint signal
V
JCoupure de la structure en épingle à 
cheveux
+ DNA-PK 
+ Ku70/80
+ Artémis
Réparation de l’ADN V J
Joint codant
+ Complexe 
XRCC4/ligase IV
complexe 
recombinase
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l’ADN double brin au niveau du gène réarrangé (Frank, Sekiguchi et al., 1998 ; Gao, Chaudhuri et al., 
1998). 
 
2/ La diversité jonctionnelle 
 
La diversité jonctionnelle est générée lors de la réparation de l’ADN au niveau des jonctions 
entre les segments des gènes réarrangés. Elle est due à deux types de modification de l’ADN.  
 
Lorsque le complexe RAG clive la structure en épingle à cheveux formée lors des 
recombinaisons VDJ, le clivage a lieu au hasard dans la séquence codante (Figure 6). La structure en 
épingle à cheveux s’ouvre de façon asymétrique. L’ADN polymérase synthétise alors le brin 
complémentaire et génère des séquences palindromiques au site de jonction. Le phénomène est appelé 
« P diversité » (diversité palindromique). Au contraire, la séquence simple brin peut aussi être digérée 
par une exonucléase, ce qui retire des nucléotides aux segments V, D ou J.  
Ensuite la TdT (Terminal désoxynucléotidyl Transférase) rajoute des nucléotides de façon 
aléatoire en 3’ du palindrome et sans matrice préexistante. Les nucléotides ajoutés sont au nombre de 1 
à 20 et constituent la « N diversité » (non-templated nucleotides). Les nucléotides ajoutés vont ensuite 
s’associer avec ceux ajoutés sur le brin complémentaire de l’ADN, sur une courte séquence. Les 
nucléotides non appariés aux extrémités sont clivés, et une ligase rajoutera les nucléotides manquants.  
 
Au final, chez l’Homme, il existe 65 segments VH, 27 segments DH et 6 segments JH, ce qui 
permet d’obtenir environ 11 000 chaînes IgH différentes en prenant en compte la diversité 
combinatoire uniquement. De la même façon, il existe environ 320 possibilités de réarrangements 
différents pour les chaînes IgL (30 segments D۷, 4 J۷, 40 Dκ et 5 Jκ). En théorie, n’importe quelle 
chaîne IgH peut s’associer avec n’importe quelle chaîne IgL, ce qui donne environ 3.5x106 
combinaisons de BCR possibles. La diversité jonctionnelle est pratiquement illimitée et augmente de 
façon considérable la diversité à environ 1011 combinaisons de BCR possibles. 
 
 
C/ Les mécanismes de contrôle de la différenciation des lymphocytes B 
 
Les recombinaisons VDJ permettent donc la génération d’un pool diversifié de LB immatures 
dans la moelle osseuse. Le caractère aléatoire des recombinaisons VDJ fait que certains LB générés 
peuvent reconnaître des auto-antigènes. 
Durant la différenciation, la qualité des réarrangements est contrôlée par l’expression du pré-
BCR puis du BCR. Le point de contrôle exercé par le pré-BCR sera détaillé dans la deuxième partie de 
l’introduction. Brièvement, il permet de sélectionner les cellules dont la chaîne IgH a été correctement 
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Figure 6 : L’ajout des nucléotides P et N aux extrémités des séquences codantes créent la
diversité jonctionnelle.
L’ADN est clivé au hasard dans la structure en épingle à cheveux (sur le schéma, au niveau des sites indiqués par
les flèches rouges), créant des courtes séquences palindromiques, à l’origine de la diversité « P ». Par la suite, la
TdT ajoute au hasard des nucléotides aux extrémités des palindromes, créant la diversité « N ». Enfin, les brins
s’apparient sur une courte séquence et une ADN polymérase ajoute les nucléotides manquants afin de reformer
l’ADN.
(Adapté d’après Immunobiology, de Janeway, Travers, Walport & Shlomchik)
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réarrangée, mais aussi de contre-sélectionner les cellules dont la chaîne IgH est potentiellement auto-
réactive. Le point de contrôle exercé par le BCR a un rôle majeur pour la tolérance centrale et 
l’élimination des LB auto-réactifs. 
 
 1/ La sélection négative des cellules B immatures 
 
 La délétion clonale (Norvell, Mandik et al., 1995), l’anergie (Nossal, 1989) et le « receptor 
editing », ou réarrangement secondaire des gènes des chaînes d’Ig (Tiegs, Russel et al., 1993 ; Gay, 
Saunders et al., 1993), sont les principaux mécanismes impliqués dans l’élimination des LB auto-
réactifs, aussi appelée sélection négative des LB. A la fin des réarrangements des gènes des chaînes 
d’Ig, le devenir des cellules B immatures dépend de la force du signal provenant du BCR, c'est-à-dire 
de la quantité de récepteurs de surface, et de leur affinité potentielle pour des auto-antigènes présents 
dans la moelle osseuse.  
Un fort signal du BCR dans la moelle osseuse est induit par la reconnaissance d’un auto-
antigène. Dans ce cas, l’expression des RAG est réactivée dans la cellule, entraînant un mécanisme 
appelé « receptor editing » (Keren, Diamant et al., 2004). Ce phénomène permet de synthétiser une 
nouvelle chaîne légère, soit en effectuant les réarrangements secondaires au niveau du même locus des 
gènes de la chaîne IgLκ, soit au deuxième locus pour IgLκ, soit au niveau des gènes codant pour la 
chaîne IgL۷. Les réarrangements secondaires constituent un phénomène essentiel pour l’établissement 
de la tolérance centrale des cellules B. Chez l’Homme, des estimations ont montré qu’entre 20 et 50% 
des LB périphériques ont été soumis aux réarrangements secondaires des gènes de la chaîne IgL. En 
revanche, les mécanismes de délétion et d’anergie jouent un rôle mineur dans l’élimination des 
cellules B auto-réactives (Retter & Nemazee, 1998) et ne sont mis en jeu que lorsque les cellules B 
immatures sont toujours auto-réactives après les réarrangements secondaires (Halverson, Torres et al., 
2004). Les cellules B immatures sont délétées lorsque le signal transmis par leur BCR est très fort, 
probablement dû à l’oligomérisation des auto-antigènes, et à l’agrégation importante des BCR de 
surface (Hartley, Crosbie et al., 1991). En revanche, l’anergie intervient lorsque le signal du BCR est 
plus faible. Ce mécanisme rend les LB, une fois en périphérie, incapables de transmettre les signaux 
reçus par leur BCR.  
 
2/ La sélection positive des cellules B immatures 
 
La notion de sélection positive des cellules B immatures est un phénomène encore largement 
débattu. La sélection positive a été établie clairement seulement pour la sous-population de LB-1 du 
péritoine (Hayakawa, Asano et al., 1999). Dans cette étude, des souris transgéniques, dont les LB 
expriment un BCR spécifique de l’auto-antigène CD90 ont été utilisées. Il apparaît que la présence de 
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CD90 favorise l’accumulation de LB auto-réactifs et la sécrétion d’auto-anticorps dans le sérum, 
démontrant la sélection positive des cellules B. 
 
Il a été démontré que le BCR génère un signal basal, appelé signal tonique, indépendamment 
de sa fixation à un ligand (Bannish, Fuentes-Panana et al., 2001). Lorsque la signalisation induite par 
le BCR est bloquée par des mutations des protéines de signalisation en aval, la maturation des cellules 
B immatures conventionnelles est affectée (Khan, Alt et al., 1995 ; Chan, Meng et al., 1997 ; Reichlin, 
Hu et al., 2001), suggérant l’importance du signal du BCR pour la sélection positive des cellules B 
immatures. De plus, des cellules B immatures exprimant à faible densité un récepteur auto-réactif sont 
positivement sélectionnées et exportées vers la périphérie (Gaudin, Hao et al., 2004), ce qui est en 
accord avec ce modèle. 
 
Ainsi, afin d’être sélectionnées, les cellules B immatures doivent transduire un signal par leur 
BCR. A ce moment, les cellules B immatures diminuent l’expression des protéines RAG et migrent 
vers les organes lymphoïdes secondaires (Tze, Schram et al., 2005 ; Verkoczy, Duong et al., 2007).  
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II/ LE RECEPTEUR DES CELLULES PRE-BII ET SON ROLE  
LORS DE LA DIFFERENCIATION DES LYMPHOCYTES B 
 
 
 Au stade des grandes cellules pré-BII, les chaînes lourdes d’immunoglobulines µ (Igµ) 
correctement réarrangées s’associent avec une pseudo chaîne légère (SLC, surrogate light chain) pour 
former le récepteur des cellules pré-B (pré-BCR). L’expression du pré-BCR constitue un point de 
contrôle essentiel dans le développement B précoce. En effet, les cellules qui expriment un pré-BCR 
fonctionnel prolifèrent puis poursuivent leur différenciation vers le stade des cellules B immatures en 
réarrangeant les gènes des chaînes IgL. En revanche, les cellules possédant un pré-BCR non 
fonctionnel sont éliminées. 
 
  
A/ Le récepteur des cellules pré-BII 
 
1/ La structure du pré-BCR 
 
Le pré-BCR (Figure 7A) est composé de deux chaînes lourdes Igµ et de deux SLC, elles-
mêmes composées de deux protéines invariantes qui sont, chez la souris, VpréB et ۷5 (Sakaguchi & 
Melchers, 1986 ; Kudo & Melchers, 1987 ; Tsubata & Reth, 1990). Le pré-BCR est associé au 
complexe de transduction du signal CD79a/CD79b (Ig¯ /IgΚ) (Papavasiliou, Misulovin et al., 1995).  
 
Les chaînes lourdes Igµ comportent une région constante constituée de quatre domaines d’Ig 
(CH1-CH4), et une région variable constituée d’un seul domaine d’Ig (VH). La région VH contient 
trois régions hypervariables, de la taille d’une dizaine d’acides aminés, appelées « régions déterminant 
la complémentarité » ou CDR1-3 et responsables de la liaison à l’antigène. Les CDR1 et CDR2 des 
chaînes IgH sont retrouvées au niveau du segment VH, tandis que la CDR3 est formée du segment DH 
et des nucléotides ajoutés au hasard à la jonction entre les segments V-D-JH. 
Chez la souris, les gènes codant pour les protéines de la SLC sont situés sur le chromosome 16 
(Bauer, D’Hoostelaere et al., 1988). Le gène codant pour ۷5 possède une homologie de séquence avec 
les gènes codant pour les segments J et C d’une chaîne IgL۷ (Figure 7B). Deux gènes fonctionnels 
existent pour VpréB : VpréB1 et VpréB2 (Sakaguchi, Berger et al., 1986). Ils partagent une homologie 
de 97% au niveau nucléotidique, et ne diffèrent que par 4 acides aminés au niveau protéique. Les 
gènes codant pour VpréB ont des homologies de séquence avec les gènes codant pour le segment V 
d’une chaîne IgL۷ (Figure 7B). Enfin, les régions C-Terminale de VpréB et N-Terminale de ۷5, 
appelées régions uniques, ou extra-boucles, n’ont aucune homologie de séquence avec les gènes des 
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Figure 7 : Structure du pré-BCR
A/ Représentation schématique du pré-BCR associé au complexe de transduction du signal CD79a/b. Les
chaînes lourdes Igµ sont représentées en bleu. Vµ1 correspond au domaine variable de la chaîne lourde Igµ ;
Cµ1-4 correspondent aux quatre domaines constants de la chaîne lourde Igµ. La SLC est formée de λ5, qui
s’associe à la chaîne lourde Igµ par un pont disulfure au niveau de Cµ1, et de VpréB.
B/ Alignement d’une chaîne légère conventionnelle λ et des composants de la SLC. Les gènes codants pour
VpréB ont une séquence similaire aux gènes Vλ, et le gène codant pour λ5 a une séquence similaire aux gènes
codant pour Jλ et Cλ.
C/ Représentation de la structure de la portion du pré-BCR cristallogaphiée. Le cadre en pointillés de la
figure 1A représente la partie du pré-BCR qui a été cristallisé par l’équipe du Dr. Garcia. VpréB est en jaune, λ5
est en violet et la partie CH1-VH de chaîne lourde est en bleu. CDR3-H correspond à la région CDR3 de la
chaîne lourde Igµ. Les flèches représentent les feuillets β de la structure. Les acides aminés tronquées ou non
cristallisés des parties N-terminale et C-terminale de λ5 et VpréB sont représentées par des lignes en pointillés, et
leurs positions dans la séquence sont indiquées.
D/ Représentation schématique du domaine d’Ig de type Vλ formé par VpréB et le feuillet g de λ5. Les
feuillets β de VpréB (a-f) sont représentés par les flèches jaunes. Le feuillet β apporté par λ5 est en violet. La
ligne rouge marquée « SS » indique un pont disulfure intramoléculaire dans VpréB.
(d’après Bankovich, Raunser et al., 2007, Science ;
Vettermann, Hermann et al., 2006, Seminar in Immunology)
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immunoglobulines. Les 23 acides aminés qui forment la région unique de VpréB contiennent 6 résidus 
chargés négativement, et les 50 acides aminés de la région unique de ۷5 contiennent 8 résidus chargés 
positivement (Figure 7B). 
L’hétérodimère CD79a/b est nécessaire pour la transmission de la signalisation induite par le 
pré-BCR. Les parties extracellulaires de CD79a/b forment chacune un domaine d’Ig, et leurs parties 
intracellulaires comportent un domaine ITAM (Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif) qui 
est associé à des molécules de signalisation en aval du pré-BCR et permet la transduction du signal 
(Sanchez, Misulovin et al., 1993). 
 
La structure du pré-BCR a été en partie résolue par son analyse en cristallographie 
(Bankovich, Raunser et al., 2007). Dans cette étude, un pré-BCR soluble, composé de la SLC et des 
domaines VH et CH1 de la chaîne Igµ a été cristallisé (Figures 7A, 7C). Cependant, lorsque la 
protéine ۷5 entière a été utilisée, le pré-BCR soluble était présent sous une forme dimérique non 
cristallisable. Afin de permettre le maintien du pré-BCR sous forme monomérique et la cristallisation 
du complexe, la protéine ۷5 a due être tronquée au niveau des 36 derniers acides aminés de l’extra-
boucle. D’autre part, l’extrémité de l’extra-boucle de VpréB et la totalité de l’extra-boucle de ۷5 n’ont 
pas été cristallisées, témoignant de la flexibilité importante des extra-boucles. Au final, la structure 
cristallographique du pré-BCR contient seulement les onze premiers acides aminés de l’extra-boucle 
de VpréB. 
L’étude de la structure cristallographique a confirmé les homologies entre VpréB et V۷ d’une 
part, et entre ۷5 et C۷ d’autre part. En effet, la protéine VpréB possède 8 feuillets Κ et sa structure est 
homologue à celle d’un domaine V۷ auquel il manque un feuillet Κ. La protéine ۷5 possède 7 feuillets 
Κ qui forment un domaine d’Ig homologue au domaine C۷. Elle possède un feuillet Κ supplémentaire 
dans son domaine homologue à J۷, qui interagit avec VpréB de façon non covalente et complète le 
domaine V۷ ainsi formé (Figures 7C, 7D). Enfin, ۷5 forme un pont disulfure avec le domaine CH1 
d’une chaîne Igµ (Karasuyama, Kudo et al., 1990) et relie de façon covalente la SLC à la chaîne Igµ. 
La partie de l’extra-boucle de VpréB qui a été cristallisée recouvre le domaine CDR3 de la 
chaîne Igµ et pourrait bloquer l’interaction entre les CDR de la chaîne Igµ et les antigènes présents 
dans la moelle osseuse. Enfin, rien n’est connu sur la structure de l’extra-boucle de ۷5. 
 
2/ L’expression du pré-BCR 
 
L’expression de VpréB et de ۷5 est initiée sous le contrôle des facteurs de transcription E47, 
E12 et EBF1 (Sigvardsson, O’Riordan et al., 1997). Les composants de la SLC sont détectés dès les 
cellules pro-B. Ils restent exprimés jusqu’aux grosses cellules pré-BII, et leur expression est inhibée 
après l’activation du pré-BCR (Karasuyama, Rolink et al., 1994). 
31
Figure 8 : Les voies de signalisations mises en jeu par l’activation du pré-BCR
Lyn phosphoryle les tyrosines des ITAMs de CD79a/b sur lesquels se fixe Syk. Syk va phosphoryler et recruter
de nombreux effecteurs en aval dont SLP65 et la PI3K.
La PI3K active la prolifération des cellules indépendamment de la voie de SLP65.
La voie de Btk et PLCγ2, activée par SLP65 bloque la prolifération des cellules et favorise leur différenciation
par la recombinaison des gènes des chaînes légères..
(Adapté d’après Herzog, Reth et al., 2009, Nature Reviews Immunology)
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Au stade des grandes cellules pré-BII, les réarrangements de la chaîne lourde sont achevés. 
Avant d’être assemblée avec la SLC, la chaîne lourde Igµ est séquestrée dans le réticulum 
endoplasmique par la protéine chaperonne BiP (Lee, Brewer et al., 1999). La fixation de la SLC sur la 
chaîne lourde Igµ et l’association du complexe avec CD79a/b sont nécessaires pour inhiber les 
interactions avec la protéine BiP. Ainsi, seules les chaînes lourdes Igµ capables de s’associer avec la 
SLC et avec CD79a/b pourront être exportées vers la surface de la cellule (Tsubata & Reth, 1990), ce 
qui représente chez la souris, seulement la moitié des chaînes lourdes correctement réarrangées (ten 
Boekel, Melchers et al., 1997). Enfin, l’assemblage et l’export du pré-BCR vers la surface cellulaire 
entraîne la terminaison de la transcription du gène codant pour ۷5 et, par conséquent, la fin de 
l’expression de la SLC (Burrows, Stephan et al., 2002). Ainsi, le pré-BCR semble activer une boucle 
d’autorégulation négative où son activation résulte en la terminaison de sa signalisation. 
 
Le pré-BCR est faiblement exprimé à la surface des cellules pré-BII normales (Burrows, 
Stephan et al., 2002), dans lesquelles plus de 95% des pré-BCR sont retenus à l’intérieur du réticulum 
endoplasmique. Les mécanismes de rétention du pré-BCR contribuent à la régulation des signaux de 
transduction provenant du pré-BCR (Brouns, de Vries et al., 1996) et protégerait les cellules pré-BII 
d’une prolifération incontrôlée et de l’apoptose (Kato, Miyazaki et al. 2000). A l’inverse des cellules 
pré-BII normales, les cellules pré-BII déficientes pour la région unique de ۷5 expriment fortement le 
pré-BCR à leur surface (Guloglu & Roman et al., 2006). De plus, l’agrégation et l’internalisation de 
ces pré-BCR sont diminuées et les capacités de signalisation sont altérées (Ohnishi & Melchers, 2003), 
ce qui montre l’importance de la région unique de ۷5 dans l’activation puis l’internalisation du pré-
BCR. 
 
3/ Les voies de signalisation en aval du pré-BCR 
 
L’activation des pré-BCR de surface déclenche la phosphorylation des tyrosines des ITAMs 
du complexe CD79a/b par la protéine Src kinase Lyn, qui est ancrée sur la face interne de la 
membrane plasmique (Figure 8). Les ITAMs phosphorylés autorisent ensuite le recrutement de la 
tyrosine kinase Syk (Spleen Tyrosine Kinase) via son domaine SH2 (Pawson & Scott, 1997), ce qui 
permet sa stabilisation sous forme active (Flaswinkel & Reth, 1994). La protéine Syk est alors à 
l’origine d’une boucle de régulation positive, puisqu’elle phosphoryle à son tour les ITAMs des 
CD79a/b situés à proximité (Rolli, Gallwitz et al., 2002).  
La protéine Syk a un rôle central dans la régulation des voies de prolifération et de 
différenciation situées en aval du pré-BCR. Syk permet, d’une part, le recrutement puis l’activation de 
la PI3K (phosphoinositide 3-kinase). La PI3K génère la synthèse de phosphatidyl-inositol-tri 
phosphate qui active des molécules de signalisation en aval. Ces molécules incluent la PKB (protéine 
kinase B) et la PDK1 (kinase 3-phospho-inositide-dependant protein kinase 1). Cette voie de 
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signalisation inhibe l’expression des gènes RAG et induit la prolifération des cellules pré-BII. D’autre 
part, Syk recrute et phosphoryle la protéine adaptatrice SLP-65 (SH2-domain containing leukocyte 
protein of 65kDa), connue aussi sous les noms de BLNK (B cell linker protein) et BASH (B cell 
adaptator protein carrying an SH2 domain) (Fu, Turck et al., 1998 ; Goitsuka, Fujimura et al., 1998 ; 
Wienands, Schweikert et al., 1998). SLP-65 recrute et phosphoryle à son tour de nombreuses protéines 
kinases, dont Btk (Bruton’s tyrosine kinase) et la PLCǑ2 (phospholipase-C gamma 2). Btk termine 
l’expansion induite par le pré-BCR (Flemming, Brummer et al., 2003 ; Kersseboom, Middendorp et 
al., 2003). L’activation de la PLCǑ2 résulte en l’ouverture des canaux calciques intracellulaires 
(Hashimoto, Iwamatsu et al., 1999) et réactive l’expression des protéines RAG, nécessaires à la 
recombinaison des gènes des chaînes IgLκ/۷. 
 
 
B/ Les conséquences de l’activation du pré-BCR 
 
1/ La transition du stade des cellules pré-BI au stade des cellules pré-BII 
 
Le signal du pré-BCR est requis pour le passage vers le stade des cellules pré-BII. En effet, la 
différenciation B est bloquée au stade des cellules pré-BI dans les souris où l’expression du pré-BCR 
est altérée. Dans les souris déficientes pour la SLC entière, c'est-à-dire pour VpréB1, VpréB2 et ۷5, la 
population des cellules pré-BI est enrichie tandis que le nombre de cellules pré-BII est fortement réduit 
par rapport à une souris WT. De plus, ces cellules ne peuvent plus proliférer in vitro, bien qu’elles 
soient toujours capables de survivre et de se différencier (Shimizu, Mundt et al., 2002). Les souris 
déficientes pour ۷5 ou VpréB1/2 présentent le même phénotype, et la différenciation B est  
partiellement bloquée avant le stade des cellules pré-BII (Mundt, Licence et al., 2001 ; Rolink, 
Karasuyama et al., 1993). Cependant, ces études montrent qu’au moins quelques cellules pré-BII 
exprimant une chaîne Igµ fonctionnelle peuvent poursuivre leur différenciation en l’absence d’un pré-
BCR complet. Il a été proposé que les gènes de la chaîne IgL puissent être réarrangés et ainsi 
remplacer la SLC (Papavasiliou, Jankovic et al., 1996). D’autre part, certaines chaînes lourdes peuvent 
être exprimées à la surface sans s’associer à la SLC où à une chaîne légère traditionnelle. La 
signalisation induite par ces chaînes lourdes autonomes est suffisante pour la poursuite de la 
différenciation B (Vettermann, Herrmann et al., 2006). Enfin, l’absence de l’expression d’un seul des 
gènes VpréB (VpréB1 ou VpréB2) n’affecte pas la différenciation des LB. En effet, le développement 
B est normal lorsque VpréB2 est déficient (Mundt, Licence et al., 2006), et bien que VpréB1 soit plus 
fortement exprimé par les cellules pré-BII WT (Dul, Argon et al., 1996) sa déficience n’affecte que 
très partiellement le développement B (Martensson, Argon et al., 1999).  
Dans les souris µMT-/- la région transmembranaire de l’Igµ est délétée, ce qui prévient 
l’expression de la forme membranaire de l’Igµ. Dans ces souris, la différenciation B est totalement 
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bloquée au stade des cellules pré-BI (Kitamura, Roes et al., 1991). L’expression transmembranaire de 
la chaîne lourde Igµ est donc essentielle à la poursuite de la différenciation. 
Enfin, la différenciation B, pour les souris déficientes pour CD79a ou pour CD79b, est 
bloquée au stade des cellules pré-BI, bien que les réarrangements aient eu lieu et que la chaîne Igµ soit 
exprimée dans le compartiment intracellulaire (Gong & Nussenzweig, 1996 ; Pelanda, Braun, et al., 
2002).  
Ainsi, la SLC n’est pas essentielle à la différenciation B. La transition entre l’étape des 
cellules pré-BI et pré-BII est due à la capacité des cellules à exprimer à la surface un pré-BCR 
fonctionnel, ou, au moins, une chaîne lourde correctement réarrangée associée au complexe CD79a/b. 
 
2/ L’exclusion allélique au deuxième locus de la chaîne lourde d’immunoglobuline 
 
La théorie de la sélection clonale indique que chaque lymphocyte B n’est capable de produire 
qu’un seul type d’anticorps. Cependant, les cellules étant diploïdes, les réarrangements productifs 
peuvent être générés sur les deux allèles des chaînes IgH et IgL. Le mécanisme de l’exclusion allélique 
assure que seul l’un des deux allèles de la chaîne lourde et de la chaîne légère soit utilisé pour produire 
le BCR exprimé à la surface d’un LB.  
Au niveau de l’ADN, les recombinaisons D-JH ont lieu sur les deux allèles. Ensuite, le 
réarrangement des segments V-DJH se fait sur un seul allèle. Si le réarrangement est productif, les 
cellules expriment le pré-BCR à leur surface, et l’exclusion allélique a lieu au niveau du second allèle, 
qui reste au stade de recombinaison D-JH.  
L’expression des protéines RAG1/2 est rapidement diminuée après la signalisation par le pré-
BCR, ce qui contribue à l’exclusion allélique (Grawunder, Leu et al., 1995). De plus, l’arrêt de la 
signalisation par l’IL7 au stade des grosses cellules pré-BII induit la dé-acétylation des histones et 
réduit l’accessibilité des segments des gènes VH pour la recombinaison (Chowdhury, Sen et al., 2003). 
Enfin, la décontraction rapide de la chromatine est induite par la synthèse de la chaîne lourde Igµ. Elle 
a pour conséquence un éloignement physique des segments de gènes codant pour les régions VH et 
DJH, ce qui prévient les réarrangements au niveau du second allèle de la chaîne IgH lors de la 
réexpression des recombinases dans les petites cellules pré-BII (Roldan, Fuxa et al., 2005). Ce 
mécanisme est confirmé par le fait que les quatre segments VH les plus près des segments DJH 
échappent à l’exclusion allélique et sont fréquemment retrouvés réarrangés dans les cellules B qui 
expriment deux BCR différents (Barreto & Cumano, 2000). 
 
L’exclusion allélique est un phénomène indépendant de l’expression du pré-BCR fonctionnel. 
Dans tous les modèles de souris KO pour la SLC entière, VpréB ou ۷5, l’exclusion allélique est 
toujours présente (Kitamura, Kudo et al., 1992 ; Mundt, Licence et al., 2001 ; Shimizu, Mundt et al., 
2002). En effet, l’expression de la chaîne Igµ en l’absence du pré-BCR est suffisante pour terminer 
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l’expression des gènes RAG, via un mécanisme dépendant de CD79a et de la protéine ZAP70 (Galler, 
Mundt et al., 2004). En particulier, la région transmembranaire de la chaîne Igµ est nécessaire à 
l’exclusion allélique. Dans les souris hétérozygotes µMT/WT, le réarrangement productif de l’allèle 
Igµ muté n’entraîne pas l’exclusion allélique de l’allèle WT et par conséquent le blocage du 
développement des cellules. En effet, chez ces souris, 30% des cellules B immatures ont réarrangé de 
façon productive l’allèle µMT en plus de l’allèle WT (Kitamura & Rajewsky, 1992). 
 
3/ La sélection du répertoire des chaînes lourdes d’immunoglobuline 
  
La SLC est indispensable pour la sélection du répertoire des chaînes lourdes. Ainsi, les 
cellules dont la chaîne IgH est capable de s’associer avec la SLC entrent en phase proliférative, à 
l’origine de la sélection positive des chaînes IgH (ten Boekel, Melchers et al., 1997). 
Le locus VH s’étend sur environ 2,5Mb. Il comprend plus de 100 segments VH différents chez 
la souris, répartis en 16 familles sur la base de leurs homologies de séquence. Les segments VH les 
plus proximaux des segments DH sont ceux de la famille 7183. Leur fréquence d’utilisation est plus 
importante dans les cellules pré-BI par rapport aux petites cellules pré-BII et aux cellules B 
immatures. En particulier, le segment VH81X, qui appartient à la famille 7183 est le plus utilisé pour 
les recombinaisons VDJ. Cependant, la plupart des chaînes Igµ qui possèdent ce segment est incapable 
de s’associer avec la SLC et d’atteindre la surface de la cellule (von Boehmer & Melchers, 2010). Le 
phénomène inverse est constaté pour les segments de la famille J558, la plus éloignée des segments 
DH, puisque leur fréquence d’utilisation augmente après le point de contrôle du pré-BCR (Vettermann, 
Herrmann et al., 2006).  
Le segment VH n’est pas le seul déterminant dans la sélection du répertoire IgH. En effet, en 
périphérie, quelques cellules B possèdent une chaîne lourde ayant réarrangé le segment VH81X. La 
comparaison entre les chaînes lourdes Igµ en périphérie et possédant le segment VH81X et les chaînes 
lourdes incapables de s’associer au pré-BCR a montré qu’elles diffèrent uniquement par la région 
CDR3, suggérant l’implication de cette région dans la sélection du pré-BCR (Vettermann, Herrmann 
et al., 2006). 
Ces observations ont démontré la sélection positive du répertoire des chaînes lourdes, dans 
laquelle seules les cellules possédant des chaînes lourdes capables de s’associer avec la SLC 
prolifèrent avant d’avancer vers le stade des petites cellules pré-BII. Environ la moitié des chaînes 
lourdes Igµ est incapable de s’associer avec la SLC, ce qui fait du pré-BCR un point de contrôle 
majeur dans la différenciation des LB.  
 
Récemment, une étude a montré l’implication du pré-BCR dans la sélection négative c'est-à-
dire dans le contrôle du développement des cellules B auto-réactives (Keenan, Riva et al., 2008). 
Ainsi, dans les souris déficientes pour la SLC, les auto-anticorps circulants dirigés contre les antigènes 
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nucléaires sont augmentés. L’augmentation de la proportion en acides aminés basiques, et 
particulièrement en arginines, au niveau des CDR3 des chaînes IgH est caractéristique des anticorps 
dirigés contre l’ADN (Radic & Weigert, 1994), et pourrait être à l’origine de ce phénotype. 
Cependant, les mécanismes n’ont pas encore été décrits et il est possible que les chaînes Igµ possédant 
un CDR3 avec une grande proportion d’acides aminés basiques soient incapables de s’associer avec la 
SLC. Il est aussi envisageable que les chaînes Igµ aberrantes induisent l’apoptose des cellules lors de 
la transition entre les cellules pré-BI et pré-BII (Minegishi & Conley, 2001). 
 
4/ L’expansion clonale des cellules pré-BII, la terminaison de l’expression de la SLC et 
l’initiation du réarrangement des chaînes légères d’immunoglobuline 
 
La SLC est indispensable pour l’expansion clonale qui suit l’expression de surface du pré-
BCR. Dans les souris déficientes pour la SLC, le nombre de petites cellules pré-BII et de cellules B 
périphériques est réduit par rapport aux souris WT, ce qui peut être expliqué par l’absence de 
prolifération médiée par le pré-BCR au stade des grosses cellules pré-BII (Rolink, Karasuyama et al., 
1993). Cette observation a été confirmée par une étude in vitro qui a démontré l’absence de potentiel 
prolifératif des cellules pré-BII issues de souris déficientes pour ۷5 (Rolink, Winkler et al., 2000). 
Ainsi, l’expression d’un pré-BCR fonctionnel à la surface des cellules est nécessaire pour l’expansion 
des cellules pré-BII possédant une chaîne Igµ capable de s’associer avec la SLC (ten Boekel, Melchers 
el al., 1997). Cependant, la différenciation des LB n’est pas totalement bloquée lorsque les souris sont 
déficientes pour la SLC. La fonction du pré-BCR est en effet complémentée par d’autres signaux 
comme ceux induits par le récepteur de l’IL7. Le rôle de l’IL7 sur la différenciation et la prolifération 
des cellules B sera détaillé dans la troisième partie de l’introduction. 
 
Syk a un rôle central dans la prolifération des cellules. Dans les souris déficientes pour Syk la 
différenciation B est bloquée au stade du pré-BCR à cause d’un défaut d’expansion clonale et de 
différenciation des cellules pré-BII (Cheng, Rowley et al., 1995). La protéine agit comme un proto-
oncogène puisque son activation constitutive permet la prolifération des cellules pré-B 
indépendamment du pré-BCR grâce à l’augmentation de l’expression de c-myc. Inversement, l’effet 
prolifératif de c-myc est diminué si Syk est inhibée (Wossning, Herzog et al., 2006). Enfin, la survie et 
la prolifération des cellules sont induites par les voies des MAPK-Erk kinase, et de la PI3K/Akt qui 
sont médiées par Syk (Suzuki, Matsuda et al., 2003).  
L’activation du pré-BCR induit de forts signaux prolifératifs qui doivent être régulés afin de 
limiter le potentiel de prolifération des cellules pré-BII et d’éviter leur transformation maligne. Il a été 
démontré que la tyrosine kinase Btk et la protéine adaptatrice SLP-65, situées en aval du pré-BCR, 
jouent un rôle de suppresseur de tumeur au niveau des cellules pré-BII (Flemming, Brummer et al., 
2003). Dans les souris déficientes pour SLP-65 la différenciation B est bloquée au stade des cellules 
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Figure 9 : Différentes hypothèses permettant d’expliquer l’activation du pré-BCR
A/ Modèle d’activation du pré-BCR où le signal est indépendant de l’agrégation du pré-BCR
B-D/ Modèles où l’activation du pré-BCR est dépendante de son agrégation
B/ L’agrégation du pré-BCR est autonome et indépendante d’un ligand. L’extra-boucle de λ5 chargée
positivement interagit avec les acides aminés acides de l’extra-boucle de VpréB.
C/ L’extra-boucle positivement chargée de λ5 interagit l’asparagine N46 glycosylée de la chaîne Igµ.
D/ L’agrégation du pré-BCR dépend d’un ligand produit par les cellules pré-BII
E/ Modèle où l’activation du pré-BCR est dépendante de son agrégation et des cellules stromales
Signal basal induit par 
l’assemblage du pré-BCR
Signal induit par l’auto-
agrégation du pré-BCR
A
B
Signal induit par l’agrégation du pré-
BCR dépendante d’un ligand produit 
par la cellule pré-BII
C
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l’agrégation du pré-BCR 
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pré-BII, qui expriment fortement le pré-BCR à leur surface. Des leucémies pré-B se développement 
spontanément dans les souris déficientes pour SLP-65, signifiant que SLP-65 agit comme un 
suppresseur de tumeur. De plus Btk agit en synergie avec SLP-65 puisque la fréquence de ces 
leucémies est très supérieure dans le cas de souris déficientes à la fois pour SLP-65 et Btk (Jumaa, 
Mitterer et al., 2001 ; Kersseboom, Middendorp et al., 2003). Btk et SLP-65 sont donc responsable de 
l’arrêt de la prolifération induite par le pré-BCR. En effet, elles sont à l’origine de l’induction de 
l’expression du facteur de transcription Aiolos qui entraîne la terminaison de la transcription de ۷5, et 
par conséquent, la fin de la signalisation du pré-BCR. En conséquence, les cellules pré-BII n’ont le 
temps d’effectuer que 4 à 6 divisions avant l’internalisation du pré-BCR et leur sortie du cycle (Hess, 
Werner et al., 2001 ; Rolink, Winkler et al., 2000).  
 
Enfin, la SLC permet de favoriser la différenciation et le réarrangement des gènes des chaînes 
IgL. Ainsi, des cellules pré-BI déficientes pour ۷5 se différencient in vitro dès la restauration de 
l’expression de ۷5 dans les cellules (Miyazaki, Kato et al., 1999).  
 
 
C/ Les mécanismes d’activation du pré-BCR 
 
 La signalisation induite par le pré-BCR est essentielle pour la poursuite de la différenciation 
des cellules pré-BII. Cependant, l’origine de l’activation du pré-BCR n’a pas encore été totalement 
élucidée, et plusieurs modèles existent pour tenter d’expliquer l’activation de la signalisation par le 
pré-BCR (Figure 9). 
Il a tout d’abord été proposé que l’expression de surface du pré-BCR puisse être suffisante 
pour initier un signal constitutif, ou signal tonique, du pré-BCR. D’autre part, les régions uniques des 
extra-boucles de la SLC sont accessibles pour des interactions intermoléculaires puisqu’elles 
dépassent de la structure au niveau de la région CDR3 de la chaîne lourde IgH (Bankovich, Raunser et 
al., 2007). Enfin, plusieurs études fonctionnelles ont démontré que les régions uniques ont un rôle 
essentiel dans l’activation du pré-BCR, soit grâce à leur capacité d’interaction avec un ligand 
extracellulaire, comme la galectine-1 ou les héparane-sulfates (Gauthier, Rossi et al., 2002 ; Bradl, 
Whittmann et al., 2003), soit grâce à leur capacité d’interaction homophilique (Ohnishi, Melchers et 
al., 2003).  
 
1/ Le signal tonique du pré-BCR 
 
Dans un premier modèle (Figure 9A), il a été proposé que l’activation de la signalisation soit 
indépendante d’un ligand et de l’agrégation des pré-BCR de surface. Le pré-BCR est situé dans des 
radeaux lipidiques de la membrane plasmique où il est associé avec des protéines tyrosines kinases. La 
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Figure 10 : Structure et classification des galectines
A/ Structure de la galectine-1. Chaque sous unité de la galectine-1 est formée d’un sandwich β qui consiste en
deux feuillets β antiparallèles composés de 5 brins (représentés en violet) et de 6 brins (représentés en bleu).
Deux molécules de lactoses sont aussi représentées à leur site d’interaction avec la galectine-1.
B/ Classification des galectines. Les galectines sont classées en trois groupes : les prototypes qui contiennent un
seul CRD, et qui sont fonctionnelles sous forme d’homodimère ; les galectines en tandem, qui possèdent deux
CDR distincts qui sont connectés par un segment d’environ 70 acides aminés ; et une galectine chimère, la
galectine-3, qui possède un CRD associé à un domaine riche en prolines et glycines et qui lui permet de
s’associer en pentamères.
(Adapté d’après Camby, Le Mercier et al., 2006, Glycobiology)
A
B
PROTYPE TANDEM CHIMERE
GALECTINES  1, 2, 5, 7, 10, 11, 13, 14 et 15              4, 6, 8, 9 et 12                                     3
lactose
lactose
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localisation particulière des pré-BCR pourrait être à l’origine d’un signal tonique, ou signal basal du 
pré-BCR, suffisant pour la prolifération des cellules et la poursuite de la différenciation (Guo, Kato et 
al., 2000). La seule fonction de la SLC serait alors de permettre l’expression membranaire de la chaîne 
lourde Igµ et de faciliter son transport depuis le réticulum endoplasmique jusqu’aux radeaux 
lipidiques. La présence des pré-BCR de surface au niveau des radeaux lipidique permettrait ensuite 
l’augmentation de l’association entre les protéines de signalisation CD79a/b et le pré-BCR, et 
faciliterait la phosphorylation des ITAM puis l’activation des voies de signalisation intracellulaires 
(Guo, Kato et al., 2000).  
 
Cependant, la délétion de l’extra-boucle de ۷5 (۷5∆EL) réduit la phosphorylation de CD79a et 
la capacité de division des cellules pré-B en culture (Ohnishi & Melchers, 2003 ; Guloglu, Bajor et al., 
2005). ۷5∆EL n’empêche pas l’assemblage du pré-BCR, puisque les cellules expriment au contraire 
davantage de pré-BCR à leur surface. Ces résultats démontrent donc que le pré-BCR seul n’est pas 
capable d’induire un signal tonique suffisant pour permettre la prolifération et la différenciation des 
cellules.  
 
2/ Le signal induit par l’agrégation du pré-BCR et indépendamment des cellules stromales 
 
Les cellules pro-B/pré-BI isolées à partir de moelle osseuse normale sont capables de se 
différencier en culture puis de proliférer 2 à 5 fois au stade des cellules pré-BII, en l’absence de 
cellules stromales (Rolink, Winkler et al., 2000). De plus, un signal calcique, témoignant de 
l’activation des voies de signalisation en aval de SLP-65, est détecté dans les cellules pré-BII in vitro, 
et en l’absence d’interactions cellule/cellule ou cellule/ligand (Meixlsperger, Köhler et al., 2007). 
Cependant, ces phénomènes ne sont pas observés lorsque des cellules déficientes pour ۷5 sont utilisées 
(Shaffer & Schlissel, 1997). Ces résultats suggèrent que l’extra-boucle de ۷5 est nécessaire pour 
l’agrégation des pré-BCR de surface, et que les cellules stromales ne sont pas impliquées dans 
l’activation du pré-BCR.  
Sur la base de ces résultats, trois modèles d’activation pour le pré-BCR ont été proposé 
(Ohnishi & Melchers, 2003 ; Ubelhart, Bach et al., 2010). Dans ces modèles, l’agrégation du pré-BCR 
est nécessaire pour la prolifération et la différenciation, et est réalisée indépendamment des cellules 
stromales. Dans le premier modèle (Figure 9B), les acides aminés positivement chargés présents dans 
l’extra-boucle de ۷5 interagissent directement avec les acides aminés négativement chargés présents 
sur l’extra-boucle de VpréB du pré-BCR adjacent. Le pré-BCR serait donc agrégé de façon autonome. 
En ce qui concerne le deuxième modèle (Figure 9C), il a récemment été montré que l’assemblage du 
pré-BCR dépend de la N-glycosylation de l’asparagine N46 située sur le domaine CH1 de la chaîne 
lourde Igµ. Dans le réticulum endoplasmique, les acides aminés positivement chargés de l’extra-
boucle de ۷5 s’associent avec  l’asparagine N46 glycosylée et autorisent l’export vers la membrane du 
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Tableau 1: Les récepteurs des galectines exprimés par les cellules du système immunitaire et les
effets de leur activation
(Adapté d’après Rabinovich et Toscano, 2009, Nature Review immunology)
Galectine Récepteur Cellule Effets Références
Galectine-1 CD45 LT + thymocytes Apoptose Perillo, Pace et al. 1995
CD43 LT + thymocytes Apoptose + migration 
trans-endothéliale
Hernandez et al., 2006
He & Baum, 2006
CD7 LT + thymocytes Apoptose Pace, Lee et al., 1999
TCR LT Activation Chung, Patel et al., 2000
Neuropilin 1 Cellules endothéliales Migration Hsieh et al., 2008
Pré-BCR Cellules pré-B Maturation Gauthier, Rossi et al., 2002
Intégrine α4 Cellules pré-B Maturation Rossi, Espeli et al., 2006
CD2 LT Apoptose Walzel et al., 2006
CD3 LT Apoptose Walzel et al., 2006
GM1 LT Immunosuppression
médiée par les Treg
Wang et al., 2009
Galectine-3 CD45 LT + thymocytes Apoptose Stillman et al., 2006
CD7 LT + thymocytes Apoptose Stillman et al., 2006
CD71 LT Apoptose Stillman et al., 2006
CD98 Macrophage Activation MacKinnon et al., 2008
CTLA4 LT Arrêt croissance 
cellulaire
Lau et al., 2007
Galectine-4 CD3 LT Apoptose Paclik et al., 2008
Galectine-8 CD44 Cellules du fluide synovial Apoptose Eshkar Sebban et al., 2007
Intégrine α4 LT Adhérence Yamamoto et al., 2008
Galectine-9 TIM3 LT-H1 Apoptose Zhu et al., 2005
Cellules dendritiques
+ monocytes
Maturation
Sécrétion cytokine
Anderson et al., 2007
CD44 LT Adhérence Katoh et al., 2007
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pré-BCR (Ubelhart, Bach et al., 2010). La SLC interagit avec la chaîne IgH seulement via l’extra-
boucle de ۷5. Une fois à la surface, la conformation de la SLC lui permettrait d’être disponible pour 
interagir avec le pré-BCR adjacent. L’association de la SLC avec deux pré-BCR différents permettrait 
ensuite l’agrégation des pré-BCR de surface. Enfin, dans le troisième modèle (Figure 9D), les extra 
boucles de ۷5 et de VpréB interagissent avec une protéine inconnue et sécrétée par les cellules pré-BII 
elles-mêmes. Ce sont ces protéines qui permettraient d’agréger les pré-BCR en interagissant avec deux 
pré-BCR adjacents.  
 
 Cependant, les études qui décrivent l’auto-agrégation du pré-BCR utilisent des cellules pré-B 
qui expriment fortement le pré-BCR, à des concentration supérieures à celles des cellules pré-B 
normales (Meixlsperger, Köhler et al., 2007), ou des cellules primaires mais cultivées à des fortes 
concentrations favorisant ainsi les interactions des pré-BCR entre eux (Rolink, Winkler et al., 2000). 
De plus, les activations indépendantes du microenvironnement ne conduisent qu’à une différenciation 
partielle des cellules B (Fuentes-Panana, Bannish et al., 2006). Enfin, il a aussi été montré que la 
différenciation des cellules B est plus efficace sur les cellules stromales qu’en leur absence, dans le cas 
où les cellules pré-B sont cultivées à faible concentration (Ray, Stoddart et al., 1998). Ces résultats 
soulignent l’importance des cellules stromales pour la différenciation B, et apportent des évidences en 
faveur d’un ligand du pré-BCR, sécrété par les cellules stromales médullaires. 
 
3/ Le signal induit par l’agrégation du pré-BCR et dépendant d’un ligand sécrété par les 
cellules stromales 
 
 Il a ensuite été suggéré que les cellules du microenvironnement médullaire pouvaient produire 
des molécules capables d’interagir avec le pré-BCR. Deux ligands pour le pré-BCR ont été identifiés 
(Figure 9E) : les héparanes-sulfates (Bradl, Wittmann et al., 2003) et la galectine-1 (Gauthier, Rossi et 
al., 2002 ; Espeli, Rossi et al., 2006). 
 
 Le groupe du Dr Jäck a tout d’abord montré que le pré-BCR, et plus particulièrement la SLC 
interagissent avec des cellules stromales. De plus, le pré-BCR peut interagir spécifiquement avec une 
protéine de 135kDa sécrétée par les cellules stromales mais qui n’a jamais été identifiée (Bradl, Jäck et 
al., 2001). Une autre étude a montré que l’héparine, un dérivé des héparane-sulfates, induit 
l’internalisation du pré-BCR, mais n’a pas d’effets sur le BCR (Chen, Herzenberg et al., 1991). De 
plus, l’héparine bloque la différenciation des cellules pré-B dépendante des cellules stromales in vitro 
(Borghesi, Yamashita et al., 1999). Sur la base de ces recherches, l’équipe du Dr Jäck a montré que 
l’interaction entre le pré-BCR et les cellules stromales nécessite l’extra-boucle de ۷5 et les héparane-
sulfates associés aux cellules stromales (Bradl, Wittmann et al., 2003). Cependant, les conséquences 
de l’interaction sur la différenciation des cellules pré-B n’ont pas été analysées. 
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Tableau 2: Les différents ligands de la galectine-1 et les fonctions associées
P-P : interaction protéine/protéine ; P-C : interaction protéine/carbohydrate
Les effets de la galectine-1 sur le système immunitaire sont détaillés dans le tableau 1.
(Adapté d’après Camby, la Mercier et al., 2006, Glycobiology)
Récepteur Type 
d’interaction
Effets Références
Intégrine β1 P-C Adhérence, Activation des 
voies de signalisation
Fischer, Sanchez-Ruderisch et al., 
2005
Intégrine β2 P-C Adhérence, Activation des 
voies de signalisation
Avni, Pur et al., 1998
Fibronectine P-C Augmentation adhérence Moiseeva, Javed et al., 2000
Glycosaminoglycans P-C Assemblage matrice
Diminution adhérence
Moiseeva, Williams et al., 2003
Laminine P-C Augmentation adhérence Van den Brule, Califice et al., 2003
Thrombospondine P-C Augmentation adhérence Moiseeva, Javed et al., 2000
Vitronectine P-C Assemblage matrice Moiseeva, Williams et al., 2003
Genim-4 P-P Epissage des ARN Park, Voss et al. 2001
H-ras P-P Augmentation de l’activité de 
Ras, activation de la voie Erk
Rotblat, Niv et al., 2004
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Des travaux effectués dans notre laboratoire ont montré que le pré-BCR interagit avec la 
galectine-1 sécrétée par les cellules stromales. L’implication des galectines sur le compartiment B et 
son interaction avec le pré-BCR seront détaillés dans le chapitre suivant. 
 
 
D/ Le rôle de la galectine-1 dans l’activation des cellules pré-BII 
  
1/ Généralités sur les galectines 
 
 Les galectines (Figure 10) sont caractérisées par la présence d’une séquence conservée 
d’environ 135 acides aminés formant un site de reconnaissance aux carbohydrates (CRD, 
Carbohydrate Recognition Domain) et liant spécifiquement les Κ-galactosides (Barondes, Castronovo 
et al., 1994). Les ligands de plus forte affinité pour les galectines sont les N-acetyllactosamine 
(LacNAc, GalΚ1,4GlcNAc) et les disaccharides apparentés (Bianchet, Odom et al., 2002).  
 A ce jour, quinze membres ont été décrits dans la famille des galectines chez les eucaryotes 
(Cooper, 2002). Les galectines ont été classées en trois groupes sur la base de leurs caractéristiques 
structurales : prototype, chimère et en tandem (Hirabayashi & Kasai, 1993). Les galectines prototypes 
(galectines 1, 2, 5, 7, 10, 11, 13, 14, 15) contiennent seulement un domaine CRD par sous-unité et sont 
fonctionnelles sous la forme d’homo-dimères non covalents. Une seule galectine de type chimère a été 
décrite actuellement (galectine-3). Elle possède un domaine CRD dans sa partie C-Terminale similaire 
à celui des galectines prototype, mais la partie N-Terminale contient un peptide d’une trentaine 
d’acides aminés. Ainsi, grâce à ce domaine, la galectine-3 possède la capacité de s’oligomériser en 
pentamères. Enfin, les galectines en tandem (galectines 4, 6, 8, 9, 12) possèdent deux domaines CRD 
différents reliés par un peptide. 
 
Les galectines sont largement distribuées dans les tissus, et sont entre autres, exprimées par 
certaines cellules du système immunitaire : LB activées, LT, cellules dendritiques, macrophages, 
mastocytes, cellules NK, LB-1 (Rabinovich, Liu et al., 2007 ; Rabinovich, Toscano et al., 2007). Elles 
sont présentes dans le noyau de la cellule et dans le cytosol et peuvent aussi être exprimées à la 
membrane ou sécrétées vers le compartiment extracellulaire. Cependant, les galectines ne possèdent 
pas la séquence signal nécessaire pour l’export des protéines par la voie classique passant par le 
réticulum endoplasmique et le golgi (Hughes, 1999). Elles sont transportées à la membrane plasmique 
grâce à leur fixation sur des récepteurs glycosylés qui seront exprimés à la surface cellulaire 
(Seelenmeyer, Wegehingel et al., 2005).  
Les galectines n’ont pas de récepteurs extracellulaires uniques. Elles interagissent avec les 
protéines de surface glycosylées par l’intermédiaire de leur CRD. La plupart des fonctions 
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Figure 11 : Les interactions entre le pré-BCR et la galectine-1 induisent la relocalisation du pré-
BCR à la synapse entre les cellules pré-BII et les cellules stromales.
A/ Relocalisation de la galectine-1 et du pré-BCR à la synapse entre une cellule pré-B et une cellule
stromale. Des cellules pré-B humaines Nalm6 ont été cultivées sur des lignées stromales MS5 pendant 2 heures
avant d’être fixées et marquées comme indiqué sur la figure. L’analyse a ensuite été réalisée au microscope
confocal. (m : merge, superposition des marquages).
B/ La relocalisation des pré-BCR dépend des interactions passant par le CRD de la galectine-1. Les
cellules stromales et pré-B sont co-cultivées pendant 2 heures en présence de différents sucres. Le pourcentage
de l’inhibition de la relocalisation a été indiqué dans chaque condition. Le lactose et le thiodigalactoside, qui sont
des β-galactosides, reconnaissent et se fixent sur la galectine-1 ; le maltose sert de contrôle négatif.
C/ Les intégrines, les pré-BCR et la galectine-1 relocalisent au contact entre les deux cellules. Les lignées
de cellules Nalm6 et MS5 ont été co-cultivées pendant 2 heures et la relocalisation des intégrines a été analysée
par microscopie confocale. Les intégrines testées (α4, α5, β1 et β7) sont colocalisées avec le pré-BCR et la
galectine-1, et sont présentes à la synapse entre les cellules pré-B et les cellules stromales, confirmant ainsi les
résultats obtenus par l’analyse en spectrométrie de masse.
(D’après Gauthier, Rossi et al., 2002, PNAS
Rossi, Espeli et al., 2006, Journal of Immunology)
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extracellulaires de la galectine-1 est dépendante de son interaction avec des carbohydrates tandis que 
les fonctions intracellulaires reposent plutôt sur des interactions de types protéine/protéine.  
Le tableau 1 résume les différents effets des galectines sur les cellules du système immunitaire 
(Yang, Rabinovich et al., 2008). En particulier, quelques données démontrent l’implication des 
galectines sur le compartiment des cellules B. La galectine-1 est induite dans les LB matures, via 
l’expression du facteur de transcription BLIMP1 (B lymphocyte-induced maturation protein 1) 
(Shaffer, Lin et al., 2002). Elle est ensuite exportée dans l’espace extracellulaire où elle interagit avec 
un contre récepteur glycosylé exprimé par les LB matures. Cette fixation participe à la différenciation 
vers les plasmocytes puis à la sécrétion d’anticorps (Tsai, Chiu et al., 2008). A l’inverse, la galectine-3 
induit la différenciation des LB matures vers les LB mémoires. Elle est exprimée dans le 
compartiment intracellulaire des LB matures après leur stimulation par l’IL4, et permet l’inhibition de 
l’expression de BLIMP1 et ainsi le blocage de la différenciation vers les plasmocytes (Acosta-
Rodriguez, Montes et al., 2004). Enfin, les galectines 1 et 3 sont surexprimées dans les LB anergiques 
et participent au maintien de la tolérance des cellules B (Clark, Chen et al., 2007). 
 
2/ La galectine-1  
 
La galectine-1 fait partie de la sous famille des galectines prototypes. Elle est impliquée dans 
de nombreuses fonctions biologiques, décrites dans le tableau 2, et est exprimée dans de nombreux 
tissus comme les muscles lisses, cardiaques et squelettiques, les neurones moteurs, sensoriels et 
olfactifs ainsi que par les cellules stromales des organes hématopoïétiques et lymphoïdes.  
La galectine-1 a été identifiée comme un ligand du pré-BCR, à la fois chez l’Homme et chez 
la souris (Gauthier, Rossi et al., 2002), (Figure 11). Cette étude, menée au laboratoire, avait montré 
qu’un pré-BCR recombinant soluble, composé de la SLC et du fragment VH-CH1 de la chaîne Igµ, 
tout comme la SLC seule, sont capables de se lier aux cellules stromales de la moelle osseuse. Au 
contraire, un BCR recombinant soluble, composé d’une chaîne légère conventionnelle et du fragment 
VH-CH1 de la chaîne Igµ ne peut pas se fixer aux cellules stromales. Ces résultats suggéraient que le 
pré-BCR serait capable de s’associer, via la SLC, à une ou plusieurs molécules exprimées à la 
membrane des cellules stromales. 
L’utilisation de la SLC recombinante dans un système de co-précipitation à permis d’identifier 
la galectine-1 comme étant un ligand du pré-BCR exprimé par la lignée de cellules stromales MS5, 
après analyse en spectrométrie de masse. Les expériences en BIAcore ont permis d’établir que 
l’interaction entre la galectine-1 et la SLC, qui est non glycosylée, est de type protéine/protéine, et que 
la constante de dissociation de l’interaction est de l’ordre de 10-6M. De plus, les mesures des 
interactions en BIAcore entre la galectine-1 et la SLC entière, VpréB ou ۷5, ont montré que seule 
l’extra-boucle de ۷5 était impliquée dans l’interaction.  
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Figure 12 : Modèle d’organisation moléculaire de la synapse entre une cellule pré-B et une cellule
stromale
A/ La galectine-1 est sécrétée par les cellules stromales et s’associe aux chaînes glycosylées des intégrines et aux
pré-BCR. L’interaction entre les intégrines des cellules pré-B et leurs ligands présents à la surface des cellules
stromales entraîne la relocalisation des pré-BCR à la synapse immunologique entre les deux cellules.
B/ La formation de la synapse immunologique entraîne la relocalisation des pré-BCR qui est à l’origine de la
phosphorylation des ITAMs de CD79a.
(D’après Rossi, Espeli et al., 2006, Journal of Immunology)
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Les cultures de lignées de cellules pré-B humaines sur des lignées de cellules stromales ont 
montré que la galectine-1 et le pré-BCR relocalisent ensemble, à la zone d’interaction entre les deux 
types cellulaires formant une « synapse immunologique » (Figure 11A). L’ajout de lactose dans les 
cultures, qui bloque l’interaction galectine/carbohydrate en se fixant aux CRD de la galectine-1, inhibe 
la relocalisation du pré-BCR. Cela suggère que l’agrégation du pré-BCR dépend aussi des interactions 
entre la galectine-1 et des récepteurs glycosylés exprimés par les cellules pré-B et/ou par les cellules 
stromales (Figure 11B).  
Enfin, cette étude a montré que la relocalisation du pré-BCR est à l’origine de la 
phosphorylation des ITAMs de CD79a et de l’activation de la signalisation par le pré-BCR.  
 
Le laboratoire s’est ensuite attaché à caractériser les contre-récepteurs glycosylés reconnus par 
la galectine-1 (Rossi, Espeli et al., 2006). La galectine-1 recombinante a été incubée avec un lysat, soit 
de la lignée stromale MS5, soit de la lignée pré-B Nalm6 afin de définir les ligands potentiels par 
analyse en spectrométrie de masse. Ainsi, la galectine-1 se fixe à l’intégrine VLA5 (¯5Κ1) sur les 
cellules stromales et aux intégrines VLA4 (¯4Κ1), VLA5 et ¯4Κ7 sur les cellules pré-B humaines 
(Figure 11C).  
L’expression des ligands connus pour les intégrines identifiées a ensuite été recherchée par des 
analyses en cytométrie de flux et microscopie confocale. ADAM15 et la fibronectine sont exprimés 
par les cellules stromales et sont retrouvés à la synapse entre les cellules stromales et les cellules pré-B 
Nalm6 lors de la relocalisation du pré-BCR. Les analyses confocales ont aussi montré que les pré-
BCR, les molécules de galectine-1, les intégrines et leurs ligands se relocalisent de façon homogène, à 
l’inverse des synapses immunologiques habituelles qui sont composées d’un cSMAC (central supra 
molecular activation cluster) et d’un pSMAC (peripheral SMAC).  
 Enfin, l’étude a montré que la relocalisation des pré-BCR est initiée par la relocalisation des 
intégrines des cellules pré-B, et que la galectine-1 sert de lien entre les intégrines et le pré-BCR. Les 
cellules pré-B ont été incubées en présence de billes couplées à des anticorps anti-intégrines ¯4 et Κ1, 
et en présence ou non de la galectine-1. Dans ces conditions, la relocalisation du pré-BCR a été 
observée au contact des billes uniquement en présence de la galectine-1. En revanche, lorsque les 
billes ont été couplées à un anticorps non relevant, ici un anticorps anti-CD9, le pré-BCR ne s’est pas 
relocalisé, même en présence de la galectine-1.   
 
Un modèle décrivant l’organisation moléculaire de la synapse entre une cellule pré-B et une 
cellule stromale a alors été proposé (Figure 12). Dans ce modèle, la galectine-1, qui est sécrétée par les 
cellules stromales, se fixe sur les intégrines glycosylées à la surface des deux types cellulaires par 
l’intermédiaire de ses domaines CRD. La galectine-1 interagit ensuite avec les pré-BCR par des 
interactions directes de type protéine/protéine. La relocalisation des intégrines des cellules pré-BII à la 
synapse immunologique est alors médiée par l’interaction avec leurs récepteurs (ADAM15, 
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fibronectine) présents sur les cellules stromales. Par la suite, les intégrines en train de se relocaliser 
entraînent les pré-BCR avec elles, par l’intermédiaire des interactions avec la galectine-1. Enfin 
l’agrégation des pré-BCR est suffisante pour l’initiation de la signalisation en aval, par la 
phosphorylation des tyrosines des ITAMs de CD79a. 



 
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 III/ L’IMPORTANCE DU MICROENVIRONNEMENT STROMAL 
MEDULLAIRE LORS DE LA LYMPHOPOÏESE B 
  
 
La moelle osseuse occupe la cavité intérieure de nombreux os du squelette. Elle est le lieu 
principal de l’hématopoïèse, c'est-à-dire de la formation des cellules matures constituant le sang 
(érythrocytes, monocytes, granulocytes, lymphocytes et plaquettes) à partir des cellules souches 
hématopoïétiques (CSH), et permet de maintenir le nombre de cellules hématopoïétiques différenciées 
à un taux constant au cours de la vie d’un individu. 
La structure de la moelle osseuse consiste en un cortex osseux rigide, entourant une cavité, qui 
contient un système vasculaire, un réseau de capillaires, des cellules d’origine hématopoïétiques, et 
des cellules composant le stroma médullaire (Lichtman, 1981).  
 
 
A/ Le stroma médullaire 
 
Le terme de stroma médullaire regroupe toutes les cellules d’origine mésenchymateuse qui 
composent la moelle osseuse, les ostéoblastes, les cellules formant le compartiment vasculaire, les 
adipocytes et les cellules stromales, ainsi que la matrice extracellulaire (MEC) produite par les 
cellules.  
Les cellules stromales sont essentielles à l’hématopoïèse via la synthèse de facteurs solubles 
(cytokines et chimiokines). De plus, elles constituent un soutien physique pour les précurseurs par 
l’intermédiaire de l’expression de molécules d’adhérence exprimées à leurs surfaces et par la sécrétion 
de la matrice extracellulaire.  
 
1/ Le compartiment osseux 
 
L’os et la moelle osseuse sont deux tissus fortement associés. Les ostéoblastes, qui forment 
l’os, et les ostéoclastes qui le remodèlent, dérivent respectivement de progéniteurs d’origine 
mésenchymateuse et hématopoïétique. Les ostéoblastes et ostéoclastes se situent au niveau de 
l’endoste, à l’interface entre la moelle osseuse et la surface interne de l’os, et participent au 
renouvellement constant de l’os. 
Les ostéoblastes sont des régulateurs essentiels du développement des CSH dans la moelle 
osseuse. En effet, la délétion des ostéoblastes conduit à une diminution du nombre de CSH et, par la 
suite, à des altérations de la lymphopoïèse B et de l’érythropoïèse (Visnjic, Kalajzic et al., 2004). 
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Figure 13 : Organisation et composition du stroma médullaire
Les précurseurs hématopoïétiques se situent dans les espaces intersinusoïdaux où ils interagissent avec les
différentes populations mésenchymateuses au cours de l’hématopoïèse.
(D’après Nagasawa, 2006, Nature Reviews Immunology)
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2/ Le compartiment vasculaire 
 
La vascularisation est l’élément central du microenvironnement médullaire. Elle permet la 
circulation des facteurs de croissance ainsi que l’entrée des progéniteurs hématopoïétiques, du sang 
vers la moelle osseuse, au cours de l’embryogénèse. D’autre part, elle est à l’origine de la libération 
des cellules matures dans la circulation sanguine. 
La moelle osseuse est irriguée par une artère nourricière, qui passe à travers l’os cortical pour 
entrer à l’intérieur de la moelle osseuse. Arrivée au centre de la moelle osseuse, l’artère se sépare en 
une branche ascendante et une branche descendante, parallèlement à l’os. Les branches donnent 
ensuite naissance à une multitude de petites artérioles. Près de l’os, les artérioles s’anastomosent avec 
les sinus veineux, pour former un réseau dense de capillaires autour desquels se différencient les 
progéniteurs hématopoïétiques. Les sinus veineux sont alors collectés vers le sinus central, par lequel 
le sang quitte la moelle osseuse. Les sinus veineux ont une paroi mince, constituée d’une couche de 
cellules endothéliales non jointives, sans membrane basale et soutenue par les cellules réticulaires. Ils 
constituent la voie de migration entre le sang et la moelle osseuse (Lichtman, 1981), (Figure 13). 
 
3/ Les adipocytes 
 
 Les adipocytes de la moelle osseuse sont capables de sécréter la leptine, une hormone qui est 
impliquée dans de nombreuses réponses biologiques, et principalement dans l’homéostasie du 
métabolisme énergétique (Morton, Cummings et al., 2006). La leptine est également impliquée au 
cours de l’hématopoïèse. En effet, les quantités de progéniteurs B dans la moelle osseuse et de cellules 
B en périphérie sont diminuées chez les souris déficientes pour le récepteur de la leptine (Bennett, 
Solar et al., 1996). La leptine agit sur la différenciation précoce par l’intermédiaire du 
microenvironnement puisque des CSH déficientes pour le récepteur de la leptine et transplantées dans 
une moelle osseuse WT reconstituent des populations lymphocytaires normales et fonctionnelles 
(Palmer, Aurrand-Lions et al., 2006). 
 
4/ Les cellules stromales réticulaires 
 
Les cellules stromales réticulaires sont de forme allongée et possèdent des prolongements 
cytoplasmiques qui les rendent semblables aux cellules dendritiques. Elles forment un réseau de 
cellules interconnectées sécrétant d’une part la MEC, et d’autre part la plupart des cytokines et des 
chimiokines nécessaires aux progéniteurs hématopoïétiques. Enfin, elles sont résistantes aux 
radiations, indiquant qu’elles sont pour la plupart dans un état non prolifératif (Patt & Maloney, 1975). 
Les cellules stromales réticulaires forment une population hétérogène de cellules. Parmi les cellules 
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Marqueur Expression
ALCAM (CD166) +
ICAM-1,3 (CD54, CD50) +
ICAM-2 (CD102) -
NCAM (CD56) +
HCAM (CD44) +
VCAM-1 (CD106) +
Intégrine α1,2,3,5,6 (CD49a,b,c,e,f) +
Intégrine α4 (CD49d) -
CD9 +
Thy-1 (CD90) +
Endogline (CD105) +
CD73 +
CD146 +
CD157 +
CD271 +
STRO-1 +
PDGFRα, PDGFRβ +
Sca1 +
Tableau 3 : Les marqueurs de surface exprimés par les cellules souches mésenchymateuses
(D’après Haynesworth, Baber et al., 1992 ;
Le Blanc, Tammik et al., 2003 ;
Morikawa, Mabushi et al., 2009)
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réticulaires, on retrouve au moins deux types différents de cellules : des cellules souches 
mésenchymateuses (CSM) et des cellules stromales différenciées. 
 
Les CSM murines ont été isolées pour la première fois à partir de cultures de moelle osseuse, 
grâce à leur propriété d’adhérence au plastique et leur capacité de prolifération (Friedenstein, Gorskaja 
et al., 1976). Elles représentent un type cellulaire extrêmement rare dans la moelle osseuse, entre 0.001 
et 0.01% des cellules mononucléées (Pittenger, Mackay et al., 1999). Depuis les premières 
expériences, les études réalisées utilisent la même méthode d’isolement des CSM. Ainsi, la plupart des 
connaissances actuelles provient d’études réalisées in vitro. En 2007, l’ISCT (international society for 
cellular therapy) a proposé un consensus afin de définir précisément les CSM humaines et 
d’homogénéiser les études. Les CSM  sont des cellules multipotentes, capables d’adhérer au plastique. 
Elles doivent ensuite pouvoir se différencier vers trois lignages différents, les adipocytes, les 
chondrocytes et les ostéoblastes. Enfin, elles sont dépourvues des marqueurs des cellules 
hématopoïétiques CD14 (monocytes), CD11b (cellules myéloïdes et cellules NK), CD19 ou CD79a 
(lymphocytes B), CD34 (progéniteurs hématopoïétiques), CD45 (pan-leucocytaire), HLA-DR ; mais 
expriment les marqueurs CD73, CD90 (Thy1) et CD105 (endogline) (Dominici, Le Blanc et al., 2007). 
De plus, les CSM sont caractérisées par l’expression, ou l’absence d’expression, de nombreux autres 
marqueurs de surface (Tableau 3 : Haynesworth, Baber et al., 1992 ; Le Blanc, Tammik et al., 2003, 
Morikawa, Mabushi et al., 2009).  
Les CSM servent de soutien à l’hématopoïèse. L’injection de CSM en plus de la 
transplantation de CSH améliore la reconstitution hématopoïétique chez des souris irradiées de façon 
létale (Zhang, Adachi et al., 2004) bien que les mécanismes à l’origine de l’action des CSM n’aient 
pas encore été décrits. Les CSM produisent une grande quantité de cytokines in vitro, comme l’IL6, 
LIF (Leukemia Inhibitory Factor) et CXCL12, et qui agissent principalement pour maintenir la 
quiescence des CSH ou permettre leur auto-renouvellement (Majumdar, Thiede et al., 2000). Elles 
produisent aussi des régulateurs négatifs de l’hématopoïèse comme l’IL8 et le TGF-Κ (Transforming 
Growth Factor) (Majumdar, Thiede et al., 1998).  
Cependant, l’isolement des CSM par leur culture in vitro entraîne des contaminations par les 
cellules hématopoïétiques, et peut introduire des changements dans les marqueurs de surface exprimés 
et dans les propriétés des cellules, comme, par exemple, dans leur capacité de migrer vers la moelle 
osseuse après transplantation (Rombouts, Ploemacher et al., 2003). Plus récemment, une nouvelle 
technique pour identifier les CSM in vivo par cytométrie en flux a été mise au point (Morikawa, 
Mabuchi et al., 2009). Les cellules stromales sont enrichies dans un premier temps par l’élimination 
des cellules hématopoïétiques (CD45+ et TER119+). Deux marqueurs exprimés par les CSM, Sca1 et 
PDGFR¯, ont été identifiés comme potentiellement capables de discriminer les CSM parmi la 
population CD45- TER119-. En effet, les cellules triées CD45- TER119- Sca1+ PDGFR¯ ont les 
mêmes caractéristiques que les CSM isolées de façon classique, et sans craindre les possibles 
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altérations dues aux cultures in vitro. De plus, cette étude a permis de localiser les CSM dans la moelle 
osseuse. Elles sont près de l’endoste, et pourraient être impliquées dans la niche des CSH (Morikawa, 
Mabuchi et al., 2009). 
 
 La population de cellules stromales différenciées a, elle aussi, été très peu étudiée jusqu’à 
présent. Il n’existe aucun marqueur spécifique connu pour isoler les cellules stromales. Afin de 
contourner ce problème, les tentatives d’identification des cellules stromales ont été réalisées par des 
analyses en immuno-histo-fluorescence de la moelle osseuse. La chimiokine CXCL12 (Nagasawa, 
Kikutani et al., 1994) et l’intégrine IL7 (von Freeden-Jeffry, Vieira et al., 1995) sont nécessaires à la 
lymphopoïèse B précoce, respectivement pour les stades pro-B et pré-BI. L’étude des populations 
stromales a donc débuté par l’analyse de l’expression des deux protéines. CXCL12 et IL7 sont 
exprimées par deux populations de cellules stromales différentes. Les deux sous populations sont 
retrouvées éparpillées dans la moelle osseuse. Elles expriment en plus le marqueur VCAM-1, aussi 
retrouvé sur les CSM (Tokoyoda, Egawa et al., 2004). Cependant, la technique d’IHF est limitée 
puisque seul un nombre restreint de marqueurs peut être testé en même temps. Les populations 
CXCL12 et IL7 n’ont donc pas pu être décrites davantage. Enfin, les autres sous populations 
stromales, CXCL12- IL7-, sont encore largement méconnues. 
 
5/ La matrice extracellulaire 
 
La MEC de la moelle osseuse forme un réseau dense, composé de fibres (Collagène de types I 
et IV, Elastine), de molécules d’adhérence (Fibronectine, Laminine) et de polysaccharides 
(Glycosaminoglycans, Protéoglycans), et est sécrétée par les cellules stromales. Le rôle de la matrice 
est de constituer un soutien pour les éléments cellulaires de la moelle osseuse. De plus, les interactions 
entre la matrice et les progéniteurs hématopoïétiques ont des effets sur leur croissance cellulaire, leur 
différenciation, leur migration et leur viabilité. Enfin, les composants de la matrice sont capables de 
fixer les cytokines et chimiokines sécrétées. Cela permet de les protéger contre leur dégradation, 
d’augmenter localement leur concentration afin de permettre leur oligomérisation et de faciliter leur 
fixation sur leurs récepteurs (Hynes, 2009). 
 
Le rôle spécifique des composés de la MEC sur l’hématopoïèse est encore méconnu. La 
fibronectine agit sur la prolifération des CSH in vitro, par l’intermédiaire de son interaction avec les 
intégrines VLA4 et VLA5 (Yokota, Oritani et al., 1998). Les protéoglycans sont une famille de 
protéines caractérisée par la présence d’un cœur protéique fortement glycosylé. Les chaînes de 
glycosaminoglycans qu’ils portent sont de trois types différents : héparane-sulfate, chondroïtine-
sulfate ou kératane-sulfate. Les héparanes-sulfates protéoglycans (HSPG) sont des molécules 
exprimées de façon ubiquitaire dans les tissus animaux. Ils sont distribués à la surface des cellules 
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(syndécans, glypicans, bétaglycan et CD44) et dans la matrice extracellulaire (perlecan, agrine, 
collagène XVIII). Les HSPG sont capables de séquestrer la chimiokine CXCL12, qui est impliquée 
dans l’hématopoïèse B précoce. Cette séquestration permet, d’une part de libérer de grandes quantités 
de CXCL12 rapidement afin de mobiliser les précurseurs hématopoïétiques (Sweeney, Lortat-Jacob et 
al., 2002), et d’autre part, de protéger CXCL12 contre sa dégradation par un clivage protéolytique 
induit par CD26 (Sadir, Imberty et al., 2004). En outre, les HSPG peuvent fixer l’IL7, une cytokine 
essentielle pour le développement des lymphocytes pré-BI murins. In vitro, la suppression des HSPG à 
la surface des cellules pré-BI entraîne une forte diminution de la fixation de l’IL7 et, par la suite, une 
diminution de la prolifération de ces cellules. Les HSPG exprimés par les cellules pré-BI pourraient 
donc contribuer in vivo à la formation de leur niche stromale spécifique (Borghesi, Yamashita et al., 
1999 ; Clarke, Katoh et al., 1995). Enfin, des expériences in vitro suggèrent que les HSPG se fixent 
sur le pré-BCR, ce qui entraîne une augmentation de la phosphorylation de la protéine Erk, située en 
aval de la voie d’activation du pré-BCR, et par conséquent, diminuerait le seuil d’activation du pré-
BCR nécessaire à la prolifération des cellules pré-BII (Milne, Corfe et al., 2008). 
 
 
B/ Les interactions cellulaires entre les progéniteurs B et le stroma médullaire 
 
La différenciation des précurseurs B dépend de l’expression de facteurs de transcription, qui 
agissent de façon hiérarchique et coordonnée. Cependant, l’action des facteurs de transcription est elle-
même dépendante de l’interaction entre les progéniteurs et les cellules du microenvironnement. 
 
1/ Les intégrines 
 
La plupart des interactions entre la matrice et les cellules de la moelle utilisent des récepteurs 
de surface de la famille des intégrines. Les intégrines sont des protéines hétéro-dimériques composées 
de deux sous-unités distinctes, appelées ¯ (18 sous unités identifiées) et Κ (8 sous unités identifiées), et 
qui forment 24 combinaisons d’intégrines connues, dont une dizaine d’entre elles est exprimé par les 
lymphocytes ou leurs précurseurs (Figure 14). L’affinité des intégrines pour leur ligand est régulée par 
des signaux provenant des autres récepteurs de surface, via le domaine cytoplasmique des intégrines 
(signalisation inside-out), (Alon & Dustin, 2007 ; Luo, Carman et al., 2007). A l’inverse, les intégrines 
transmettent les signaux reçus via leur domaine extracellulaire par l’activation des voies de 
signalisation intracellulaires (signalisation outside-in). Une intégrine donnée peut interagir avec 
plusieurs ligands différents, généralement des protéines de la MEC et des protéines d’adhérence 
exprimées à la surface des cellules (Tableau 4). 
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Figure 14 : La famille des intégrines
La figure décrit les sous unités d’intégrines décrites et les associations α/β connues et qui forment 24
intégrines différentes. Les intégrines exprimées par les lymphocytes sont colorées en vert.
β1
α2
α4
α5
α6
α11
α10
α9
α1
αV
α3
α8
α7
β3
β5
β6
β8
αIIb
β7 αE
αM
αL
αX
αD
β2
β4
Intégrine Distribution Ligands
α1β1 (VLA1, CD49a/CD29) LB, LT activés Collagène
α2β1 (VLA2, CD49b/CD29) LB, LT activés Collagène
α4β1 (VLA4, CD49d/CD29) Lymphocytes, précurseurs 
hématopoïétiques
VCAM1,
fibronectine
α5β1 (VLA5, CD49e/CD29) LT, précurseurs hématopoïétiques Fibronectine
α6β1 (VLA6, CD49f/CD29) LT, précurseurs hématopoïétiques Laminine
αLβ2 (LFA1, CD11a/CD18) Lymphocytes, précurseurs 
hématopoïétiques, NK
ICAM1,2,3,5
α4β7 (LPAM1) Lymphocytes, précurseurs
hématopoïétiques, NK
MadCAM1, 
fibronectine
Tableau 4 : Les intégrines exprimées par les lymphocytes et leur ligands principaux
(D’après Luo, Carman et al., 2007)
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Les cellules du système immunitaire expriment un nombre restreint d’intégrines, appartenant 
exclusivement aux sous-familles Κ1, Κ2, et Κ7. Les sous-familles Κ2 et Κ7 sont uniquement exprimées 
sur les lymphocytes tandis que les intégrines Κ1 sont exprimées de façon ubiquitaire dans les tissus. 
(Luo, Carman et al., 2007). Les délétions des chaînes d’intégrines ¯4, ¯5 et Κ1 sont létales pendant les 
stades embryonnaires. Les études de leur importance sur l’hématopoïèse ont donc dû être réalisées in 
vitro ou in vivo avec l’injection d’anticorps bloquant et l’utilisation de souris chimériques. Les chaînes 
Κ1 et Κ7 ne sont pas nécessaires à l’hématopoïèse chez la souris adulte (Bungartz, Stiller et al., 2006). 
Cependant, l’intégrine Κ1 est essentielle à la colonisation du foie fœtal pendant l’embryogénèse 
(Hirsch, Iglesias et al., 1996). La chaîne ¯4 est nécessaire pour la migration des CSH du foie fœtal vers 
la moelle osseuse (Qian, Georges-Labouesse et al., 2007). De plus, l’injection d’anticorps bloquants 
spécifiques d’¯4 conduit à la libération des CSH dans le sang supportant l’importance des interactions 
médiées par ¯4 in vivo pour conserver les CSH à l’intérieur de leur niche (Bonig, Watts et al., 2009). 
Concernant les LB, il a été montré que les cellules pro-B déficientes pour la chaîne ¯4 ne peuvent pas 
se fixer aux cellules stromales de la moelle osseuse ou proliférer in vitro (Arroyo, Yang et al., 1999). 
Enfin, la différenciation terminale des cellules B est possible en l’absence d’¯4 (Arroyo, Yang et al., 
1996). L’ensemble de ces résultats suggère que l’intégrine ¯4 médie les interactions entre les 
précurseurs et le stroma, probablement par l’interaction avec la fibronectine puisque la souris 
déficiente pour VCAM-1 ne présente pas de défauts majeurs lors de l’hématopoïèse (Friedrich, 
Cybulsky et al., 1996).  
 
2/ Les facteurs solubles nécessaires au développement des lymphocytes B 
 
a. Les cytokines 
 
 Les cytokines sont des petites protéines solubles, qui ont une fonction dans la régulation du 
système immunitaire et dans la maturation des progéniteurs. Trois couples cytokines / récepteurs de 
cytokines sont essentiels à la maturation des cellules B précoces, des CLP aux cellules pré-BI : Le 
SCF / CD117, Flt3l / Flt3, IL7 / IL7R. L’activité de l’IL7 est, en plus, complémentée en partie par une 
autre cytokine, la TSLP (Figure 15). 
 
Le SCF (Stem Cell Factor, ou c-kit-ligand) est sécrété par le stroma médullaire et se fixe à son 
récepteur à activité tyrosine-kinase CD117 (ou c-kit) présent à la surface de nombreux progéniteurs B, 
des CSH jusqu’aux cellules pré-BI. 
Les souris déficientes pour CD117 (c-kitW/W) ont des blocages développementaux dans de 
nombreux types cellulaires. La quantité de CSH est diminuée au stade néonatal, bien que le nombre de 
progéniteurs B soit identique aux WT (Ikuta, & Weissman, 1992 ; Takeda, Shimizu et al., 1997). 
Cependant, à cause d’un défaut dans l’érythropoïèse, les souris c-kitW/W meurent d’anémie très 
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Figure 15 : Diagramme schématique de la différenciation B dans la moelle osseuse et de
l’expression des récepteurs des facteurs de croissance principaux
CD117
Flt3
IL7 R
CXCR4 CXCR4
CSH Pro-B
Grande
pre-BII Petitepre-BIIPre-BI
B
immat.MPP CLP
Figure 16 : Fonctions distinctes de l’IL7 au cours de la différenciation B précoce
CLP
IL7 R
Pre-BI
Grande
pre-BII
engagement vers 
les cellules pro-B
survie prolifération
Facilite les 
réarrangements 
V-DJH
Grande
pre-BII
prolifération exclusion 
allélique IgH
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rapidement, et la différenciation B ne peut être étudiée à l’âge adulte (Russel & Lawson, 1959). Une 
nouvelle souris déficiente pour CD117, appelée WEPO (W rescued by epo) et dans laquelle 
l’érythropoïèse est sauvée par l’expression transgénique de l’érythropoïétine a donc été créée. Dans 
cette souris, l’hématopoïèse fœtale et périnatale est normale. Cependant, à l’âge adulte, le nombre de 
CLP diminue, aboutissant progressivement au blocage total de la différenciation B (Waskow, Paul et 
al., 2002). 
 
Le Flt3L (fms-like tyrosine kinase-3 ligand) est le ligand de Flt3, qui est un récepteur à 
activité tyrosine-kinase, et qui est exprimé à la surface des cellules B aux stades précoces de 
l’hématopoïèse.  
Dans les souris déficientes pour le Flt3L, le nombre de CSH et cellules B en périphérie est 
normal (Mackarehtschian, Hardin et al., 1995). A l’inverse, le nombre de CLP, ainsi que les 
progéniteurs B et T sont fortement affectés. Les CLP expriment des grandes quantités de Flt3 et de 
Flt3L à leurs surfaces, indiquant un rôle autocrine potentiel du Flt3L dans l’engagement des CSH vers 
les CLP (Sitnicka, Bryder et al., 2002). 
 
L’IL7 est une cytokine qui a été isolée pour sa capacité à faire proliférer des progéniteurs B in 
vitro (Namen, Lupton et al., 1988). Elle est sécrétée principalement par les cellules stromales présentes 
dans les tissus lymphoïdes. Le récepteur de l’IL7 (IL7R) est un hétérodimère composé de l’IL7R¯ et 
de la chaîne Ǒc, commune à plusieurs récepteurs d’interleukines (IL2, IL4, IL9, IL15 et IL21). Il est 
exprimé par les progéniteurs B, des CLP jusqu’aux petites cellules pré-BII. 
L’IL7 joue un rôle majeur pour le développement des LB. L’injection d’anticorps bloquants 
spécifiques d’IL7 est à l’origine d’une rapide diminution du nombre de cellules B dans la moelle 
osseuse (Grabstein, Waldschmidt et al., 1993). En outre, la lymphopoïèse est bloquée au stade pro-B 
pour les souris déficientes en l’IL7 (Peschon, Morrissey et al., 1994 ; von Freeden-Jeffry, Viera et al., 
1995). Quelques cellules B sont toujours présentes en périphérie, mais proviennent de l’hématopoïèse 
fœtale, toujours possible même en l’absence de l’IL7 (Carvalho, Mota-Santos et al., 2001).  
L’IL7 est à l’origine de l’engagement des CLP vers la voie B (Figure 16), (Miller, Izon et al., 
2002). De plus, les CLP isolées à partir de souris déficientes pour l’IL7 ont un potentiel de 
différenciation vers la voie B diminué (Dias, Silva et al., 2005). Plus tardivement, L’IL7 est impliquée 
dans la prolifération des cellules pré-BI (Hardy, Carmack et al., 1991), mais aussi dans leur survie, par 
l’induction de l’expression de MCL1 (myeloid cell leukemia sequence 1), une protéine anti-
apoptotique de la famille de Bcl-2 (Opferman, Letai et al., 2003). La signalisation via l’IL7R¯ est à 
l’origine de l’augmentation de l’accessibilité de la chromatine ce qui facilite le réarrangement des 
segments VDJ de la chaîne IgH (Corcoran, Riddell et al., 1998). L’IL7 participe aussi à la prolifération 
des cellules pré-BII, en coopération avec le pré-BCR (Fleming, Paige et al., 2001 ; Erlandsson, 
Licence et al., 2005). Enfin, la baisse de la signalisation par l’IL7 après l’expression du pré-BCR 
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entraîne une diminution de l’accessibilité de la chromatine et ainsi l’exclusion allélique au deuxième 
locus de la chaîne IgH (Chowdhury & Sen, 2003). 
Dans les souris déficientes en IL7R¯, aucune cellule B n’est retrouvée en périphérie, au 
contraire des souris déficientes pour IL7, indiquant qu’une autre cytokine pourrait utiliser la voie de 
l’IL7R¯ (Miller, Izon et al., 2002). La TSLP (Thymic Stromal Lymphopoietin) est une cytokine 
candidate. Elle est exprimée principalement par les cellules épithéliales, et se fixe sur un hétérodimère 
composé de l’IL7R¯ et de TSLPR (Récepteur du TSLP). Elle est responsable de la différenciation B 
fœtale dans les souris déficientes pour la chaîne Ǒc (Vosshenrich, Cumano et al., 2003), mais n’est pas 
essentielle pour le développement B dans la moelle osseuse in vivo (Carpino, Thierfelder et al., 2004). 
Cependant, une étude, qui utilise des souris transgéniques qui expriment la TSLP uniquement dans les 
cellules épithéliales, a montré que la TSLP pouvait affecter la lymphopoïèse B (Astrakhan, Omori et 
al., 2007). En effet, dans ces souris, la prolifération des cellules pré-B est augmentée, conduisant 
ensuite à l’expansion des cellules B immatures en périphérie. 
 
b. Les chimiokines 
 
Les chimiokines sont une famille de petites protéines, identifiées à l’origine pour leur capacité 
à agir comme attracteurs des cellules du système immunitaire. Elles agissent via des récepteurs 
spécifiques appartenant à la famille des récepteurs à sept domaines transmembranaires couplés aux 
protéines G. Les chimiokines créent des gradients chimiotactiques qui sont à l’origine des 
mouvements des précurseurs hématopoïétiques pendant leur différenciation puis de la migration des 
cellules matures vers le sang. 
CXCL12 (ou SDF-1 pour stromal cell derived factor 1) a été isolée à partir de lignées de 
cellules stromales de la moelle osseuse, et a initialement été caractérisée comme étant un facteur de 
croissance pour les précurseurs B (Nagasawa, Kikutani et al., 1994).  
CXCL12 est essentielle pour de nombreux processus développementaux. En effet, les souris 
déficientes pour CXCL12 ou pour l’un de ses récepteurs, CXCR4, meurent à la naissance et présentent 
des altérations dans la migration des neurones, dans la vascularisation des organes, dans la 
cardiogénèse et dans la colonisation de la moelle osseuse par les progéniteurs hématopoïétiques 
(Lazarini, Tham et al., 2003 ; Tachibana, Hirota et al., 1998 ; Zou, Kottmann et al., 1998 ; Nagasawa, 
Hirota et al., 1996). Les études réalisées avec des souris adultes reconstituées avec des cellules de foie 
fœtal déficientes pour CXCR4 ou CXCL12 ont permis de mettre en évidence le double rôle de cette 
voie, à la fois comme chimio-attractant et comme facteur de croissance pour les progéniteurs B. Ainsi, 
les progéniteurs B les plus précoces sont dépendants de la chimiokine CXCL12, à la fois pour leur 
survie et leur prolifération (Egawa, Kawabata et al., 2001). De plus, le nombre de cellules 
progénitrices diminue dans la moelle osseuse mais augmente dans le sang, suggérant que CXCL12 est 
impliquée dans la rétention des progéniteurs dans la moelle osseuse (Ma, Jones et al., 1998). Enfin, le 
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retour des plasmocytes dans la moelle osseuse est dépendant de la voie CXCL12/CXCR4 (Hargreaves, 
Hyman et al., 2001). 
 
 
C/ Les niches stromales impliquées dans le développement des lymphocytes B 
 
Tous les facteurs nécessaires au développement B qui ont été décrits précédemment sont 
produits par les cellules stromales mésenchymateuses localisées dans la moelle osseuse. La maturation 
des précurseurs B est donc dépendante des cellules du microenvironnement médullaire.  
Au cours de leur différenciation, les précurseurs hématopoïétiques se regroupent en îlots 
situées à proximité des vaisseaux et délimités par les cellules stromales médullaires et les travées 
osseuses. Les interactions entre les cellules hématopoïétiques et les cellules stromales assurent un 
équilibre constant entre l’auto-renouvellement des progéniteurs B et leur différenciation vers les 
cellules matures (Tokoyoda, Egawa et al., 2004). Pour cela, les cellules stromales médullaires créent 
des microenvironnements particuliers, encore appelés niches, spécifiques pour chaque étape de la 
différenciation. Les cellules progénitrices doivent alors migrer entre les différentes niches stromales 
afin de recevoir le « bon » signal à l’étape appropriée de la différenciation.  
 
1/ Les niches des cellules souches hématopoïétiques 
 
Les CSH persistent pendant toute la vie, et leur nombre est régulé à travers des mécanismes 
intrinsèques (Molofsky, Pardal et al., 2004) et extrinsèques (Adams & Scadden, 2006). Ainsi, la 
moelle osseuse contrôle à la fois la survie, l’auto-renouvellement, la quiescence, puis la migration et la 
différenciation des CSH à l’intérieur de leurs niches spécialisées (Schofield, 1978). Toutes les CSH 
sont inclues dans la population des cellules LSK (Lin- Sca1+ CD117+), qui représente environ 0.5% 
des cellules de la moelle osseuse (Morrison, Uchida et al., 1995). Les CSH sont hétérogènes, et 
incluent des CSH à long terme (LT-CSH), qui sont quiescentes et ont une capacité de repopulation à 
long terme (Christensen & Weissman, 2001), et des CSH à court terme (CT-CSH), qui ont une 
capacité d’auto-renouvellement limitée (Yang, Bryder et al., 2005). Les deux populations sont en plus 
séparées par l’expression spécifique de marqueurs additionnels (Tableau 5). En particulier, 
l’expression de CD150 (SlamF1, Signaling Lympocyte Activation Family Member 1) est corrélée 
avec la capacité de repopulation à long terme des CSH. CD150 pourrait donc permettre de hiérarchiser 
les différentes populations de CSH. En effet, les CSH CD150high peuvent donner naissance à des 
cellules CD150low ou CD150- après transplantation, l’inverse étant impossible (Kent, Copley et al., 
2009 ; Morita, Ema et al., 2010). CD150 a aussi été utilisé pour identifier les CSH in situ par IHF. Les 
CSH CD150+ sont retrouvées d’une part à proximité de l’endoste, et d’autre part dans des sites péri-
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Tableau 5 : Marqueurs spécifiques des LT-CSH et des ST-CSH
(Adapté d’après Wilson & Trumpp, Nature Reviews Immunology, 2006)
Tableau 6 : Principaux composants de la niche endostéale des CSH
LT-CSH ST-CSH
Lin- Sca1+ CD117+ Thy1.1low FLT3-
N-Cad+
TIE2+
CD38+
CD150+
Endogline+
MYClow
Rholow
CD34+
CD11blow
Composants Fonctions biologiques Références
Protéines (Récepteur sur la CSH / ligand) :
Tie-2 / Angiopoïètine-1 Quiescence des CSH Gomei, Nakamura et al., 2009
SCF transmembranaire / CD117 Maintenance à long terme des CSH 
adultes
Lyman, Jacobsen et al., 1998
Mpl / Thrombopoïètine Quiescence des CSH Yoshihara, Arai et al., 2007
CXCR4 / CXCL12 Recrutement des CSH dans la moelle 
osseuse + maintien dans la niche
Sugiyama, Kohara et al., 2006
CD44, intégrines / ostéopontine Migration des CSH vers l’endoste + 
Quiescence des CSH
Nilsson, Johnston et al., 2005
N-Cadhérine / N-Cadhérine Maintien dans la niche + Quiescence Hosokawa, Arai et al., 2010
ALCAM / ALCAM Blocage de la différenciation des CSH Ohneda, Ohneda et al., 2001
VLA4 / VCAM-1 Maintien dans la niche Ulyanova, Scott et al., 2005
Propriétés physico-chimiques :
Ions calciques Migration des cellules vers l’endoste Adams, Chabner et al., 2006
Hypoxie Maintien des CSH ayant le plus grand 
potentiel de reconstitution dans les 
niches hypoxiques
Winckler, Barbier et al., 2010
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vasculaires adjacents à l’endothélium (Kiel, Yilmaz et al., 2005), définissant ainsi deux niches 
possibles pour la survie des CSH. 
 
Une partie des CSH est retrouvée près de l’endoste au contact des ostéoblastes. Une 
caractéristique particulière de l’endoste est la présence d’une concentration importante d’ions Ca2+ 
extracellulaires, due au remodelage constant de l’os par les ostéoclastes. Les CSH, quant à elles, 
expriment à leur surface le CaR (Ca2+ Receptor) qui leur permet de migrer en fonction du gradient 
calcique jusqu’à la surface endostéale après transplantation (Adams, Chabner et al., 2006). Les CSH 
sont ensuite ancrées dans leur niche par des molécules d’adhérence qui permettent de maintenir la 
balance entre leur auto-renouvellement, leur activation et leur différenciation. De nombreuses 
molécules, cytokines, chimiokines ou molécules d’adhérence ont été décrites comme étant impliquées 
dans la régulation de la niche (Tableau 6). En plus des ostéoblastes et ostéoclastes, les cellules 
stromales, les CSM et les adipocytes sont aussi impliqués dans le maintien de la niche (Sugiyama, 
Kohara et al., 2006 ; Naveiras, Nardi et al., 2009 ; Nakamura, Arai et al., 2010 ; Mendez-Ferrer, 
Michurina et al., 2010). De plus, la surface endostéale est fortement vascularisée, suggérant que les 
cellules endothéliales ont un rôle dans la régulation de la niche ostéoblastique (De Bruyn, Breen et al., 
1970).  
La niche endostéale fournit un environnement quiescent aux CSH, et est impliquée en 
particulier dans leur maintien à long terme. L’environnement de la niche endostéale doit donc protéger 
les CSH contre le stress oxydant afin de permettre leur survie. Les CSH les plus quiescentes sont 
principalement retrouvées dans les zones les plus hypoxiques de la moelle osseuse, près de l’os et loin 
des capillaires, permettant ainsi leur protection contre l’accumulation d’espèce réactives oxygénées 
(ROS) dans la cellule, à l’origine des dommages à l’ADN (Kubota, Takubo et al., 2008). 
Le nombre des CSH à l’intérieur de la niche endostéale est directement régulé par les 
ostéoblastes. En effet, dans les modèles de souris génétiquement modifiées pour exprimer un nombre 
élevé d’ostéoblastes, le nombre de CSH est augmenté, sans changement dans les autres populations 
hématopoïétiques (Zhang, Niu et al., 2003 ; Calvi, Adams et al., 2003). A l’inverse, dans les souris 
transgéniques où les ostéoblastes ont été déplétés, l’activité de la moelle osseuse est fortement affectée 
et il apparaît des foyers d’hématopoïèse extra médullaire (Visnjic, Kalajzic et al., 2004). 
 
En plus de la niche endostéale, il existe une seconde niche pour les CSH, la niche vasculaire. 
Elle est localisée dans des zones particulières de l’endothélium où les molécules d’adhérence et les 
chimiokines sont fortement exprimées (Sipkins, Wei et al., 2005). La vasculature de la moelle osseuse 
exprime constitutivement des molécules d’adhérence, des sélectines (E-selectine et P-selectine), des 
intégrines (VLA4 et VLA5), des molécules de la super famille des immunoglobulines (ICAM-1, 
VCAM-1), qui ne sont pas retrouvées au niveau des autres endothéliums en l’absence d’inflammation 
(Mazo, Gutierrez-Ramos et al., 1998). De plus, les cellules endothéliales de la moelle osseuse 
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Figure 17 : Rôles possibles des niches endostéales et vasculaires
A/ Deux niches spatialement distinctes qui supportent les CSH à des stades différents.
B/ Seul l’endoste constitue une niche pour les CSH. La niche vasculaire est seulement une niche de
transition des CSH vers la circulation sanguine.
C/ Les cellules endostéales et vasculaires forment une seule niche commune pour les CSH
D/ Les cellules endostéales et vasculaires forment deux niches spatialement distinctes mais possédant les
mêmes fonctions pour les CSH
(Adapté d’après Kiel & Morrison, 2008, Nature Reviews Immunology)
A B
C D
Ostéoblaste
Ostéoclaste
Cellules Stromales
CSH
Cellule Endothéliale
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produisent la chimiokine CXCL12, impliquée dans la migration cellulaire (Dar, Goichberg et al., 
2000). Des études ont montré que ces molécules ont un rôle dans le retour des CSH vers la moelle 
osseuse après transplantation (Frenette, Subbarao et al., 1998 ; Lapidot, Dar et al., 2005). Les cellules 
endothéliales régulent aussi la sortie de la moelle osseuse des CSH. En effet, les CSH de la niche 
endothéliale pourraient aussi être mobilisées rapidement dans la circulation sanguine, en cas 
d’ischémie par exemple (Jin, Shido et al., 2006). Enfin, l’endothélium pourrait avoir un rôle central 
dans la diffusion des facteurs de croissance synthétisés dans d’autres zones de la moelle osseuse, par 
exemple au niveau de la niche endostéale. 
 
Le rôle exact de la niche vasculaire dans l’hématopoïèse reste encore à élucider. Chez 
l’individu adulte, les cellules vasculaires contribuent à l’hématopoïèse extra-médullaire, présente dans 
le foie en l’absence de structure osseuse (Taniguchi, Toyoshima et al., 1996).   
Enfin, les relations des deux niches à l’intérieur de la moelle osseuse sont elles aussi 
méconnues (Figure 17). Elles pourraient supporter les CSH à des stades différents de leur 
différenciation (Guenechea, Gan et al., 2001 ; Nilsson, Johnston et al., 2001 ; Kubota, Takubo et al., 
2008). La niche vasculaire pourrait aussi être une niche de transition où se trouvent les CSH en train 
de migrer vers le sang (Jin, Shido et al., 2006). D’un autre côté les deux niches pourraient former une 
seule zone qui contiendrait cellules endothéliales et ostéoblastes, nécessaires à la survie des CSH, ou 
encore former deux niches spatialement différentes mais avec les mêmes propriétés sur les CSH. 
 
2/ Les différentes niches des  cellules B 
 
D’autres niches médullaires ont été décrites pour les progéniteurs B, à différentes étapes de la 
différenciation (Figure 18).  
Les cellules pro-B sont dispersées à travers la moelle osseuse, et sont situées au contact des 
cellules stromales qui expriment la chimiokine CXCL12 et le récepteur VCAM-1. Elles expriment 
fortement le récepteur CXCR4 à leur surface, et induisent, en réponse à la fixation de CXCL12, une 
augmentation significative de leur adhérence sur les cellules stromales VCAM-1+, par l’intermédiaire 
de l’intégrine VLA-4. Enfin, à l’inverse de nombreuses populations de cellules stromales dont les 
cellules qui sécrètent l’IL7, les cellules stromales qui sécrètent CXCL12 n’expriment pas les ligands 
de Notch-1, et participent donc à la protection des cellules pro-B à l’intérieur du lignage B (Tokoyoda, 
Egawa et al., 2004).  
Les cellules pré-BI expriment très faiblement le récepteur CXCR4 et ne sont plus sensibles au 
chimiotactisme induit par CXCL12, ce qui pourrait être à l’origine de leur libération de la niche des 
cellules pro-B vers une autre niche. Les cellules pré-BI sont retrouvées au contact des cellules 
stromales IL7+ CXCL12-, qui sont dispersées à travers la moelle osseuse. Elles sont enfin 
mitotiquement actives et nécessitent de l’IL7 pour leur prolifération (von Freeden-Jeffry, Vieira et al., 
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Figure 18 : Les progéniteurs B sont en contact avec des cellules stromales différentes.
Les CSH sont situées près des cellules endothéliales , près des ostéoblastes ou près des cellules stromales
CXCL12+. Les cellules pro-B sont retrouvées au contact des cellules stromales CXCL12+. Les cellules
pré-BI migrent ensuite vers les cellules stromales IL7+. Enfin, les cellules B immatures sont au contact des
cellules stromales Thy1dull DX5+. Au dernier stade de leur différenciation, les plasmocytes retournent dans
la moelle osseuse au contact des cellules stromales CXCL12+.
CXCL12+
CSH
CSH
pro-B pré-BII
pré-BIIL7+
Thydull DX5+
B. imm
plasmocyte
CXCL12+
megakaryocyte
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1995) et leur survie. Ainsi, seules les cellules migrant vers des zones où l’IL7 est présente à forte 
concentration pourraient poursuivre leur différenciation.   
Les cellules pré-BII sont situées à distance des cellules stromales exprimant l’IL7 (Tokoyoda, 
Egawa et al., 2004). De plus, l’expression du pré-BCR de surface rend les cellules pré-BII moins 
dépendantes de l’IL7, et permettrait la migration des cellules vers une autre niche stromale (Fleming & 
Paige, 2001). Pour le moment, aucune niche spécialisée n’a été décrite pour les cellules pré-BII. 
 Au passage au stade des cellules B immatures, les cellules expriment le BCR à leur surface. Le 
devenir des cellules B immatures, c'est-à-dire le blocage de leur développement ou leur export vers la 
périphérie, est en partie déterminé par des signaux extrinsèques, provenant du microenvironnement 
médullaire. Les cellules B auto-réactives seront maintenues dans la moelle osseuse le temps 
d’effectuer les réarrangements secondaires. Les cellules B immatures auto-réactives sont protégées de 
la mort cellulaire grâce aux cellules stromales Thy1dull DX5+ (Sandel, Gendelman et al., 2001), qui 
induisent l’expression des gènes RAG et le réarrangement des gènes des IgL au deuxième locus plutôt 
que l’apoptose (Sandel & Monroe, 1999).  
 Après leur migration dans la rate, les cellules B nouvellement formées se différencient en 
cellules B matures folliculaires et en cellules B de la zone marginale. Les cellules B matures 
folliculaires acquièrent la capacité de recirculer vers les organes lymphoïdes secondaires à la recherche 
d’antigènes. Elles peuvent aussi retourner vers la moelle osseuse, qui leur fournit une niche 
extravasculaire péri-sinusoïdale. Elles ont alors facilement accès aux pathogènes véhiculés par le sang 
et peuvent ainsi contribuer, par la sécrétion d’IgM, aux réponses T-indépendantes (Cariappa, Mazo et 
al., 2005 ; Cariappa, Chase et al., 2007). 
Au stade ultime de la différenciation B, les plasmocytes-longue vie retournent dans la moelle 
osseuse où ils peuvent survivre des années, dans un stade non prolifératif mais en sécrétant des 
grandes quantités d’anticorps (Janossy, Gomez de la Concha et al., 1977). Dans la moelle osseuse, les 
plasmocytes sont situés au contact des cellules stromales CXCL12+ VCAM1+ (Cassese, Arce et al., 
2003, Tokoyoda, Egawa et al., 2004), suggérant que les plasmocytes et les cellules pro-B partagent la 
même niche stromale médullaire. Elles sont de plus retrouvées au contact des mégakaryocytes 
(Winter, Moser et al., 2010), précédemment décrits comme étant capables de sécréter in vitro des 
facteurs de survies des plasmocytes, IL6 et APRIL (Wickenhauser, Lorenzen et al., 1995 ; Bonci, 
Hahne et al., 2004). 
 
Ainsi, la relation entre les cellules du microenvironnement médullaire et les cellules 
hématopoïétiques est extrêmement dynamique. Les cellules du microenvironnement contrôlent les 
mécanismes d’auto-renouvellement et de différenciation des progéniteurs B, en émettant des signaux 
permettant l’ancrage ou la migration des cellules hématopoïétiques. D’autre part, des facteurs externes, 
stress ou infections, agissent sur la modulation de l’hématopoïèse par le microenvironnement (Nagai, 
Garrett et al. 2006).  
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OBJECTIFS DE LA THESE 
 
 
En équilibre permanent avec son environnement, la moelle osseuse est un tissu dynamique, qui 
s’adapte aux besoins spécifiques et maintient l’homéostasie hématopoïétique. Ainsi, les relations 
étroites que les progéniteurs hématopoïétiques entretiennent avec le microenvironnement stromal sont 
essentielles à leur survie, leur renouvellement puis leur différenciation. 
  A mon arrivée au laboratoire, la galectine-1, protéine sécrétée par les cellules stromales de la 
moelle osseuse, était identifiée comme étant un ligand pour le pré-BCR. Les études réalisées avaient 
permis d’établir un modèle pour l’activation du pré-BCR, de façon dépendante des cellules stromales 
de la moelle osseuse. La formation de la synapse entre les cellules pré-BII et le stroma dépendait de 
trois partenaires différents : les molécules de galectine-1, les intégrines exprimées sur les cellules 
stromales et les cellules pré-BII ainsi que leurs ligands, et les pré-BCR. La galectine-1, par son 
interaction avec les intégrines et les pré-BCR était à l’origine de la relocalisation des pré-BCR dans la 
synapse et de l’activation des voies de signalisation en aval. 
  
La première partie de mon travail de thèse a porté sur l’analyse des conséquences 
fonctionnelles des interactions entre le pré-BCR et la galectine-1, sur la prolifération, la survie et la 
différenciation des cellules pré-BII normales. Pour ces expériences, nous avons choisi d’utiliser des 
cellules pré-BII normales, à la différence des études précédentes, réalisées à partir de lignées de 
cellules pré-BII. L’importance de la gal1 a d’abord été déterminée grâce à l’utilisation d’un test de 
différenciation in vitro, puis in vivo par l’analyse de la lymphopoïèse B de novo dans la souris 
déficiente pour la galectine-1. De plus, le laboratoire avait déjà démontré que la galectine-2 
interagissait avec la pseudo chaîne légère, et plus précisément avec l’extra-boucle de ۷5, par une 
interaction de type protéine/protéine. En l’absence de la galectine-1, la galectine-2 co-localise avec le 
pré-BCR au niveau de la synapse formée par les cellules pré-BII et le stroma. Nous avons donc 
analysé l’implication de la galectine-2 sur la formation de la synapse à l’étape des cellules pré-BII. 
L’ensemble de ce travail sera décrit dans la première partie des résultats. 
La deuxième partie de mon travail a consisté en l’étude de l’importance relative des signaux 
passant par le pré-BCR, toniques et induits par la galectine-1, sur le devenir des cellules pré-BII. 
L’objectif était de déterminer si l’auto-activation du pré-BCR prédomine sur l’activation induite par 
un ligand lorsque le pré-BCR est fortement exprimé à la surface, et inversement si l’activation induite 
par la galectine-1 est nécessaire lorsque le pré-BCR est faiblement exprimé à la surface des cellules 
pré-BII, comme c’est le cas en physiologie. Ces expériences ont été réalisées en collaboration avec 
l’équipe du Dr. Karasuyama. 
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 Enfin, la dernière partie de mon travail a porté sur la caractérisation des cellules stromales de 
la moelle osseuse, et en particulier, celles exprimant CXCL12, IL7 et la galectine-1, nécessaires à la 
différenciation précoce des cellules B. Ce travail avait été initié par des analyses en immuno-histo-
fluorescence et avait montré que la majorité des cellules pré-BII se situent au contact de cellules 
stromales exprimant la galectine-1. L’ensemble de ce travail sera détaillé dans la dernière partie des 
résultats. 
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IMMUNOBIOLOGY
Impaired B-cell development at the pre-BII-cell stage in galectin-1–deficient mice
due to inefficient pre-BII/stromal cell interactions
*Marion Espeli,1-3 *Ste´phane J. C. Mancini,1-3 Caroline Breton,1-3 Franc¸oise Poirier,4 and Claudine Schiff1-3
1Centre d’Immunologie de Marseille-Luminy, Universite´ de la Me´diterrane´e, 2Inserm U631, and 3Centre National de la Recherche Scientifique (CNRS),
UMR6102, Case 906, Marseille, France; and 4Institut Jacques Monod, CNRS UMR 7592, Paris, France
Activation of the pre-B-cell receptor (pre-
BCR) in the bone marrow depends on
both tonic and ligand-induced signaling
and leads to pre-BII-cell proliferation and
differentiation. Using normal mouse bone
marrow pre-BII cells, we demonstrate that
the ligand-induced pre-BCR activation de-
pends on pre-BCR/galectin-1/integrin in-
teractions leading to pre-BCR clustering
at the pre-BII/stromal cell synapse. In
contrast, heparan sulfates, shown to be
pre-BCR ligands in mice, are not impli-
cated in pre-BCR relocalization. Inhibi-
tion of pre-BCR/galectin-1/integrin interac-
tions has functional consequences, since
pre-BII-cell proliferation and differentia-
tion are impaired in an in vitro B-cell
differentiation assay, without affecting cel-
lular apoptosis. Most strikingly, although
galectin-1–deficient mice do not show an
apparent B-cell phenotype, the kinetics of
de novo B-cell reconstitution after hy-
droxyurea treatment indicates a specific
delay in pre-BII-cell recovery due to a
decrease in pre-BII-cell differentiation and
proliferation. Thus, although it remains
possible that the pre-BCR interacts with
other ligands, these results highlight the
role played by the stromal cell–derived
galectin-1 for the efficient development of
normal pre-BII cells and suggest the exis-
tence of pre-BII–specific stromal cell
niches in normal bone marrow. (Blood.
2009;113:5878-5886)
Introduction
Precursor B cells differentiate and proliferate in close contact with
stromal cells that are key constituents of the bone marrow (BM)
microenvironment. Stage-specific cellular niches and movement
between the different niches have been identified for part of the
B lymphopoiesis.1 The earliest pre-pro-B precursors were found in
contact with CXCL12-expressing reticular cells, whereas pro-B/
pre-BI cells, undergoing IgH gene rearrangements, locate near
IL7-producing stromal cells. When functional Ig chains are
produced, they associate with the surrogate light chain (SLC),
composed of 5 and VpreB, and with the signaling molecules
CD79a and CD79b, to form the pre-B-cell receptor (pre-BCR)
expressed at the surface of pre-BII cells. At this stage, cells leave
the IL7-expressing stromal cells2 but no pre-BII–specific cellular
niche has been identified so far. However galectin-1 (GAL1) and
heparan sulfates (HSs), produced by the BM microenvironment,
have been described to bind to the pre-BCR.3-5
Pre-BCR expression represents a crucial step in B-cell develop-
ment as it controls pre-BII-cell proliferation and differentiation.6
Pre-BCRs also mediate allelic exclusion at the IgH locus7,8 and
selection of the Ig chain repertoire,9 leading to the counterselec-
tion of autoreactive Ig chains.10 Although the signaling pathways
downstream of the pre-BCR are well characterized,11 the mecha-
nisms implicated in pre-BCR activation are not completely under-
stood. Both constitutive12,13 and ligand-induced3,14 signaling have
been described. In the mouse, Bradl et al4 and Vettermann et al5
showed that pre-BCR binding to stromal cells required the
N-terminal unique region of 5 (5UR) and stroma cell–associated
HS. In humans, we reported that GAL1 binds to the 5UR by a
protein/protein interaction but also to glycosylated integrins present
on stromal and pre-B cells.3,15 We also determined that pre-B-cell
integrin clustering in the presence of GAL1 is sufficient to promote
pre-BCR relocalization at the contact zone between pre-B and
stromal cells leading to pre-BCR activation.15 In both mice and
humans, biochemical characterization of pre-BCR/ligand interac-
tions has been performed using only pre-B-cell lines, which
overexpressed the pre-BCR. Moreover, the physiological conse-
quences of ligand-induced pre-BCR clustering and the respective
roles of HS and GAL1 in this process remain to be elucidated.
In this study, using normal murine pre-BII cells, we demon-
strated that pre-BCR clustering and activation depend on specific
contacts between stromal cells and pre-BII cells, and most pre-
cisely on pre-BCR/GAL1/integrin interactions. Most importantly,
we showed that these interactions are required for efficient in vivo
development of normal pre-BII cells.
Methods
Mice and cell lines
GAL1-deficient mice16 and C57Bl/6 mice were housed under specific
pathogen-free conditions and handled in accordance with European direc-
tives, with the approval of the Institutional Review Board of Inserm/CNRS.
GAL1/ mice were backcrossed for 6 generations onto a C57Bl/6
background. Normal pre-B cells and the B62c pre-B-cell line (kind gift
from C. Paige, Ontario Cancer Institute, Toronto, ON) were cultivated in
IMDM, 10% FCS, 100 U/mL penicillin, 100 g/mL streptomycin, 50 M
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-mercaptoethanol, and IL7 supernatant (produced by J558-IL7 cells17;
kind gift from A. Cumano, Pasteur Institute, Paris, France). The murine
OP9 BM stromal cell line18 and the Phoenix-eco retroviral packaging cell
line19 were grown in MEM, 20% FCS and DMEM, 10% FCS, respectively.
Hydroxyurea treatment of mice
GAL1/ and C57Bl/6 mice (10-16 weeks old) received 4 intraperitoneal
injections of hydroxyurea (each of 1 mg/g body weight) at the rate of
2 injections separated by 7 hours per day for 2 days. BM B-cell differentiation
was analyzed by flow cytometry 2, 7, and 35 days after treatment.
Production and purification of recombinant proteins
Production and purification of the human GAL1 (hGAL1) was previously
described.15 The murine Vpre-B1 (mVpB) and 5 (m5) coding sequences
were amplified using cDNA from B62c cells with primers 1  2 and 4  5,
respectively (Table S1, available on the Blood website; see the Supplemen-
tal Materials link at the top of the online article). To produce a murine
single-chain recombinant surrogate light chain (mSLC), mVpB was linked
to m5 with a linker peptide. The m5 and mVpB mutants deprived of their
unique region (UR) were amplified from the mSLC vector using 4  6 and
1  3 primers, respectively. The m5 and mVpB mutants were cloned
together to form a mutant mSLC deprived of both URs (mSLC).
Alternatively, the m5 mutant without its UR (primers 4  6) was cloned
with the complete mVpB (primers 1  2) to form the mSLC mutant.
Normal and mSLC mutants were cloned in pET3a vector, expressed in
Escherichia coli Rosetta strain, and purified as previously described.3
Mouse and human 5 URs were amplified from the m5 and the h5
(kind gift from H. M. Ja¨ck, Nikolaus-Fiebiger-Center for Molecular
Medicine, Erlangen, Germany) encoding vectors and cloned into pGEX2T.
The m5 UR and h5 URs coupled to GST (GST-m5UR, oligos 7  8 and
GST-h5UR, oligos 9  10, respectively), and the GST control (GST,
oligos 11  12) was expressed in the Rosetta strain and purified on Talon
superflow Metal Affinity Resin (CLONTECH, Palo Alto, CA) followed by
a Superdex S75 size exclusion column (AKTA system; Pharmacia biosen-
sor; Uppsala, Sweden).
Flow cytometry and cell sorting
Single-cell suspensions were stained using standard protocols for flow
cytometry using the Abs listed in Table S2. In the proliferation assay,
bromodeoxyuridine (BrdU) incorporation was revealed using the BrdU
Flow Kit (BD Biosciences, Pont de Claix, France). Apoptosis was evaluated
using annexin V (BD Biosciences) and 7-amino-actinomycin D (7-AAD).
Cell-cycle analysis was performed by staining double-stranded nucleic
acids with TO-PRO-3 (Invitrogen, Cergy Pontoise, France) following
fixation and permeabilization of the cells with the Cytofix/Cytoperm kit
(BD Biosciences).
Sorting of pro-B/pre-BI and large pre-BII cells used for in vitro
differentiation or confocal microscopy were performed on single BM cell
suspensions, initially enriched for B cells using B220 microbeads, and
separated on the autoMACS Separator (Miltenyi Biotec, Paris, France).
Cells were stained and gated as shown in Figure S1. For Western blotting,
pro-B/pre-BI and large and small pre-BII were sorted similarly and
immature and recirculating B cells, as B220/Ig/.
Fluorescence-activated cell sorting (FACS) analysis was performed on
a FACSCantoII and cell sorting on a FACSAria (BD Biosciences)
apparatus. Data were analyzed with the DiVa (BD Biosciences) or FlowJo
(TreeStar, Ashland, OR) software and represented when required with the
logical display.20
Biochemical and immunoblot analysis
The GST-fusion proteins (20 g) were incubated with sepharose gluta-
thione beads (Amersham, Arlington Heights, IL) at 4°C in lysis buffer (Tris
20 mM, NP40 1%, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM, -mercaptoethanol 1 mM,
and protease inhibitors) and the hGAL1 (200 ng) was then added to these
beads. Proteins were separated on SDS–polyacrylamide gel electrophoresis
(PAGE), followed by Western blotting using the anti-GAL1 AS15 or
anti-GST mAb (Sigma-Aldrich, Lyon, France) and detection by protein-A
HRP (Sigma-Aldrich) or goat anti–mouse Ab conjugated to HRP (Sigma-
Aldrich), respectively.
Proteins (50 g) from OP9 cells or B-cell subpopulations were
separated on SDS-PAGE and GAL1 detection was performed as above. The
relative GAL1 expression level was normalized by comparison with
-actin, detected by the AC15 Ab (Sigma-Aldrich), revealed with a goat
anti–mouse HRP Ab, and quantified using the Multi Gauge v2.3 software
(Fujifilm; Bedford, United Kingdom).
Stable inhibition of GAL1 expression by RNA interference
The 19-nt-long siGAL1 sequence (5	-GGGAATGTCTCAAAGTTCG-3	)
was selected using the SMARTselection algorithm (Dharmacon, Bre-
bie´res, France) and did not present any matches with other transcripts in
the mouse GenBank database.21 The sequence was cloned into the
pSUPERretro.neogfp retroviral vector (pSR; OligoEngine, Seattle, WA)
following the manufacturer’s instructions. The pSR empty vector and the
shGAL1 construct were transfected separately into the Phoenix retroviral
producer cell line, using the FuGene 6 reagent (Roche, Meylan, France).
Forty-eight hours after transfection, supernatants were used to infect OP9
cells in presence of 8 g/mL sequabrene (Sigma-Aldrich). Retrovirally
transduced OP9 cells were then sorted on the basis of GFP expression.
Immunofluorescence imaging
OP9 cells seeded on glass coverslips were allowed to grow for 24 hours.
Sorted normal mouse pre-BII cells were cultured on OP9 cells for 2 hours in
the presence or absence of the indicated proteins, carbohydrates, or
blocking antibodies. For heparitinase treatment, stromal cells were incu-
bated for 2 hours with 5 to 50 mU/mL heparitinase before being cocultured
with the B62c cells in the continuous presence of heparitinase. After
fixation, cells were stained in PBS/BSA 0.5% with the Abs listed in Table
S2, mounted, and analyzed on a LSM510 Carl Zeiss confocal microscope
(Heidelberg, Germany). Lactose, thiodigalactoside, and maltose were
purchased from Sigma-Aldrich and heparitinase was purchased from
Seikagaku (Tokyo, Japan).
In vitro pre-B-cell proliferation and differentiation on OP9
stromal cells
The in vitro pre-B-cell differentiation/proliferation protocol used was
adapted from Rolink et al.22 Sorted (105) pro-B/pre-BI cells were coculti-
vated with irradiated (40 Gy) OP9-derived stromal cells in 24-well plates,
for 2 days in supplemented IMDM. Cell cultures were performed in the
presence of 50 g/mL recombinant proteins. Experiments were also
performed after an initial pro-B/pre-BI cell expansion on irradiated OP9
cells in the presence of IL7. Then, live cells were selected on the basis of
7-AAD exclusion and the few CD2 cells, which passed the pre-BCR
checkpoint, were excluded by cell sorting experiments. Pro-B/pre-BI cells
(2 
 105) were then cultured for differentiation as described in “Results.”
For the proliferation assay, BrdU incorporation into pro-B/pre-BI cells
was performed by incubating the cells with 10 M BrdU for 1 hour at 37°C
in the presence of IL7. CD2 cells were excluded before starting the in vitro
differentiation/proliferation assay.
Pre-BCR activation during large pre-BII/OP9 cocultures
Sorted CD2 large pre-BII cells (0.5 to 1 
 105) were incubated for 1 hour
at 37°C without OP9 cells, with OP9-pSR cells in presence of 50 g/mL
mSLC, or with OP9-shG1 cells in presence of 50 g/mL mSLC. Cells
were fixed in 2% PFA and permeabilized in ice-cold methanol. Phosphory-
lated BLNK was detected using an anti–phospho-BLNK (pY84) mAb
(J117-1278; BD Biosciences) and compared with its isotype control. FACS
acquisition was performed on a LSRII equipped with a laser 561 nm (BD
Biosciences).
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Results
Pre-BCRs, GAL1, and pre-B-cell integrins relocalize in the
synapse formed between normal large pre-BII cells and stromal
cells
To analyze the physiological consequence of GAL1-induced
pre-BCR signaling, we first studied the formation of the pre-BII/
stromal cell synapse. We used normal murine large pre-BII cells
that were purified from the bone marrow by negative cell sorting
(purity  92%; Figure S1). These cells were cocultured with OP9
stromal cells for 2 hours. Figure 1A left shows one representative
confocal section of such cultures. Red and white stars indicate
pre-BII cells with and without a relocalized pre-BCR, respectively.
Eighty to 90 percent of pre-BII cells expressed detectable amounts
of surface pre-BCRs. By counting large numbers of cells ( 900),
we observed that the frequency of cells with relocalized pre-BCRs
reached 55%. Moreover, large pre-BII cells were labeled by the
pre-BCR–specific SL156 monoclonal antibody (mAb)23 (Figure
1A right) and not by an anti-IgmAb (data not shown), confirming
that these cells are pre-BCR pre-BII cells. By contrast, using the
same culture conditions, the BCR expressed by normal Ig
immature B cells did not relocalize (data not shown). Finally, as
previously observed with pre-B-cell lines, the pre-BCR and GAL1
were colocalized in the murine pre-BII/stromal cell synapse
(Figure 1A right).
Since pre-B-cell integrins drive the pre-BCR relocalization
process and initiate pre-BCR signaling in humans, we determined
which integrin members are expressed by murine pre-BII cells.
Confocal microscopy analysis of large pre-BII/OP9 cocultures
showed that 4, L, 1, as well as 2 integrins are expressed and
colocalized with the pre-BCR and GAL1 at the contact zone
between pre-BII and stromal cells (Figure 1B). In contrast, CD24,
which does not bind to GAL1, was never recruited at the contact
zone between the 2 cells (Figure 1B). Integrin expression was
confirmed by flow cytometry and showed that the 41 (VLA4)
and L2 (LFA1) integrins present in the pre-B/stromal cell
synapse originated from pre-BII cells since, among the tested
integrins, VLA5 is the only one expressed by OP9 stromal cells
(Figure S2).
Because the existence of a pre-BCR ligand produced by pre-B
cells was proposed,12 we investigated whether BM B-cell subpopu-
lations express GAL1 at the protein level. Interestingly, GAL1 was
not detected in any sorted B-cell subpopulations, either by Western
blot (Figure 1C) or by flow cytometry (data not shown). By
contrast, GAL1 is strongly expressed by the OP9 (Figure 1C) and
the MS5.1 stromal cell lines.3
Altogether, these data indicate that synapse formation between
normal murine pre-BII and stromal cells involves pre-BCR, GAL1,
and pre-B-cell integrins. In addition, as stromal cells, but not pre-B
cells, express GAL1, these results show the importance of the BM
microenvironment for pre-BCR clustering.
Relocalization of the pre-BCR at the pre-B/stromal cell synapse
depends on pre-BCR/GAL1/integrin interactions
To determine whether pre-BCR relocalization depends on SLC/
GAL1/integrin interactions as in humans,3 we first assessed
whether the unique region of the mouse 5 interacts with GAL1.
Recombinant proteins corresponding to the mouse and the human
unique region of 5 fused to GST (GST-m5UR and GST-h5UR,
respectively) used in pull-down experiments showed that both
proteins bind to hGAL1, in contrast to the control GST (Figure 2A).
These interactions involve direct peptide recognition, since these
recombinant proteins are not glycosylated.
The role of 5/GAL1 interactions on synapse formation was
analyzed by adding different inhibitory proteins to pre-BII/stromal
cell cocultures (Figure S3 for protein purity). Pre-BCR relocaliza-
tion was inhibited by 22.5% in the presence of recombinant soluble
mSLC (Figure 2B). This inhibition was highly significant since the
P value reached .001 when calculated on the percentage of cells
with a relocalized pre-BCR in the presence of recombinant mSLC
versus without mSLC (Table S3). On the contrary, recombinant
mSLC mutants from which either the unique region of 5
(mSLC) or of both the unique regions of 5 and VpreB
(mSLC) were truncated had no inhibitory effect on pre-BCR
relocalization (Figure 2B). Addition of GST-m5UR to the cocul-
tures confirmed the role of this region in synapse formation, since
the percentage of inhibition of the pre-BCR relocalization reached
24.2% (P  .007).
In addition to protein/protein interaction with the pre-BCR,
GAL1 also interacts with glycosylated chains of integrins.3,15
Hence, GAL1 interaction with carbohydrate residues was assessed
by addition of -galactoside competitors, such as lactose and
Figure 1. The pre-BCR, GAL1, and pre-B-cell integrins relocalize in the synapse
formed between normal large pre-BII cells and stromal cells. (A) Normal murine
BM pre-BII cells (B220CD19CD117Ig/ large forward scatter) were cocultured
on OP9 stromal cells and fixed before staining. (Left) Representative view of
cocultures stained with an anti-IgM Ab. Red and white stars indicate cells with
relocalized and nonrelocalized pre-BCR, respectively. (Right) Cocultures were
stained with the SL156 anti–pre-BCR Ab (green) and anti-GAL1 AS (red). (B) Costain-
ing of cocultures using antibodies specific for GAL1, IgM, and CD24 and 4, 1, L,
and 2 integrins (63
/1.4 NA oil objective). (C) Western blot analysis of GAL1
expression by the BM B-cell subpopulations revealed by anti-GAL1 AS and
anti–-actin mAb.
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thiodigalactoside to pre-BII/stromal cell cocultures. These treat-
ments resulted in significant inhibition of the pre-BCR relocaliza-
tion, reaching 34% (P  .007) and 30.2% (P  .013), respectively,
whereas addition of maltose as a control had no effect on the
process (Figure 2C; Table S3).
The role of integrins in pre-BCR clustering was also character-
ized by the addition to the cocultures of neutralizing anti-4 and
anti-2 integrin antibodies, which impair, respectively, VLA4 and
LFA1 interactions with their stromal ligands. As shown in Figure
2D and Table S3, neutralizing anti-4 and anti-2 integrin mAbs
led to a significant inhibition of pre-BCR relocalization, in
comparison with an isotypic control mAb. Thus, interaction
between VLA-4 and LFA-1 integrins with their ligands and the
resulting “outside-in” integrin activation are required for driving
pre-BCR relocalization into the pre-B/stromal cell synapse.
Altogether, these results indicate that relocalization of the
pre-BCR expressed by normal mouse pre-BII cells depends on the
interactions between GAL1, pre-BCR, and pre-B-cell integrins but
also on the interactions between pre-B-cell integrins and their
stromal ligands.
GAL1, but not HS, is required for the pre-BCR relocalization
process
The direct demonstration of the implication of GAL1 in the
pre-BCR relocalization was obtained by knocking down GAL1
expression in OP9 stromal cells. Compared with OP9 cells infected
with the empty vector (OP9-pSR), GAL1 expression was decreased
by 75% using a GAL1-specific shRNA (shGAL1; Figure 3A).
When pre-BII/stromal cell cocultures were performed using sh-
GAL1-infected OP9 cells (OP9-shG1), the pre-BCR relocalization
was decreased by 20% with P  .001 (Figure 3B; Table S3).
Furthermore, addition of mSLC to such cocultures enhanced the
inhibition of the pre-BCR relocalization to 30% (P  .017).
Finally, since addition of recombinant GAL1 to cocultures with
OP9-shG1 significantly reversed the inhibition of pre-BCR relocal-
ization (P  .02), we concluded that GAL1 was directly implicated
in this process.
In addition to GAL1, HSs have been reported to bind mouse
pre-BCRs.4 To determine whether HSs may also be involved in
pre-BCR relocalization, we analyzed B62c pre-B cells cocultured
with OP9 stromal cells treated with increasing amount of hepariti-
nase, which cleaves surface HS. The efficiency of the heparitinase
treatment was checked using the 3H10 antibody that detects
specifically neo-epitopes (neo-Hep) created following HS cleav-
age, both by FACS (not shown) and by confocal microscopy
(Figure 3C left). However, this treatment had no effect on the
number of cells with a relocalized pre-BCR (Figure 3C right), even
using 5 times more heparitinase than previously described.4
Figure 3. Galectin-1, but not heparan sulfates, is required for pre-BCR cluster-
ing. (A) The level of GAL1 expression in OP9-shG1 cells was evaluated by Western
blotting in comparison with OP9-pSR control cells. Relative GAL1 expression level
was normalized by comparison with -actin. (B) Large pre-BII cells were cocultured
with OP9-pSR or OP9-shG1 cells. The percentage of cells with a relocalized pre-BCR
was determined by confocal microscopy after anti-IgM staining (at least 3 indepen-
dent experiments). Data are expressed as percentage of inhibition of pre-BCR
relocalization, compared with the OP9-pSR control. (C) OP9 stromal cells were
preincubated with increasing amount of heparitinase before cocultures with B62c
cells; (left) cellular staining with the anti–neo-hep mAb; (right) percentage of cells with
a relocalized pre-BCR. Data are representative of 3 independent experiments. Cells
(144 to 543) were examined for pre-BCR relocalization in each condition. Errors bars
represent SD.
Figure 2. Relocalization of the pre-BCR at the pre-B/stromal cell synapse
depends on pre-BCR/GAL1/integrin interactions. (A) GST-h5UR, GST-m5UR,
and GST proteins were preincubated with sepharose glutathione beads before
incubation with recombinant hGAL1. Coprecipitated proteins were revealed by
Western blot using anti-GAL1 AS or anti-GST mAbs. (B-D) Large pre-BII/OP9
cocultures were performed without or with the following: 40 g/mL mSLC, mSLC, or
mSLC; 100 g/mL GST-m5UR or control GST (B); 0.2 M of the indicated
carbohydrate (C); 20 g/mL anti-4 and -2 blocking Abs or an isotype control (D).
The percentage of cells with a relocalized pre-BCR was determined by confocal
microscopy after anti-IgM staining. For each condition, 121 to 487 cells were
examined. The histograms represent the percentage of inhibition of pre-BCR
relocalization compared with controls (at least 3 independent experiments). The
recombinant proteins used in panel B are schematically represented above the
histogram. Errors bars represent SD.
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These results demonstrate that, of the 2 described mouse
pre-BCR ligands, GAL1 but not HS is involved in the relocaliza-
tion of pre-BCRs expressed by normal murine pre-BII cells.
Pre-BCR/GAL1/integrin interactions trigger pre-BII-cell
proliferation and differentiation
To test the physiological relevance of the pre-BCR relocalization,
we used the in vitro B-cell differentiation/proliferation system
described by Rolink et al.22 In this assay, purified pro-B/pre-BI
cells (Figure S1B) cocultured with OP9 stromal cells proliferate in
the presence of IL7, and differentiate toward immature B cells upon
IL7 removal. However, a small amount of pro-B/pre-BI cells may
differentiate into pre-BII cells even in the presence of IL7.24 These
pre-BII cells, which expressed CD2, shown to be up-regulated
upon pre-BCR activation,25 were sorted out before the differentia-
tion step in the absence of IL7 (Figure S1C).
In cocultures without IL7, cell proliferation was determined by
measuring the loss of BrdU incorporated into pro-B/pre-BI cells.
When pre-BCR/GAL1/integrin interactions were inhibited by
adding recombinant mSLC in the medium, cell proliferation was
highly impaired compared with cultures with recombinant mSLC
or mSLC that do not inhibit pre-BCR relocalization (Figure 4A,B
and data not shown). The proliferation was also significantly
decreased in cocultures performed on OP9-shG1 knockdown
stromal cells. Moreover, when recombinant mSLC was added in
pro-B/pre-BI cocultures performed on OP9-shG1 stromal cells,
inhibition of proliferation was further increased (Figure 4A,B).
B-cell differentiation was simultaneously assessed in this in
vitro assay by analyzing the appearance of CD2 and of Ig/
expression. CD2 Ig/ cells correspond to pre-BII cells,
whereas CD2 Ig/ correspond to immature B cells. By
adding recombinant mSLC in the medium or by using OP9-
shG1 stromal cells, pro-B/pre-BI cell differentiation was repro-
ducibly impaired, as the number of pre-B and immature B cells
Figure 4. Inhibition of pre-BCR relocalization impairs pre-BII-cell proliferation.
(A) After BrdU incorporation, pro-B/pre-BI cells (B220CD117Ig/) were allowed
to differentiate for 2 days in the absence of IL7 by coculture with stromal cells. Control
experiments were performed using OP9-pSR cells in the presence of mSLC.
Pre-BCR relocalization was inhibited by adding mSLC in the medium, by performing
cocultures with OP9-shG1 cells in the presence of mSLC, or by adding mSLC and
using OP9-shG1 cells. Data are representative of at least 4 independent experi-
ments. The progressive loss of BrdU expression is representative of the proliferative
activity of the cells. The mean fluorescence intensity (MFI) is indicated in each
histogram. (B) Representation of BrdU expression (normalized MFI) for each
condition described in panel A. Each point represents an individual experiment and
bars represent the average values. P values were determined using the Mann-
Whitney unpaired test with a risk of 5% (*P  .013, **P  .005).
Figure 5. Inhibition of pre-BCR relocalization impairs pre-BCR activation and
pre-BII-cell differentiation. (A) Pro-B/pre-BI cells were allowed to differentiate as
described in Figure 4. Differentiation was evaluated by following CD2 and IgL (Ig 
Ig) expression, by flow cytometry (top). The histogram shows the percentage of
inhibition ( SD) of total CD2 cells compared with the mSLC control (bottom).
For each inhibitory condition, the percentage of CD2 and CD2IgL subpopulations
was compared with the control situation (OP9-pSRmSLC) and P values were
determined using the Mann-Whitney unpaired test with a risk of 5% (P  .032).
(B) Cellular apoptosis was evaluated by annexin V/7-AAD staining after 1 day of
culture. The percentage of apoptotic cells (annexin V 7-AAD) and dead cells
(annexin V 7-AAD) is shown. For panels A and B, data are representative of at least
4 independent experiments. (C) Sorted CD2 large pre-BII cells were incubated for
1 hour with OP9-pSR cells in the presence of mSLC, with OP9-shG1 cells in the
presence of mSLC, or without stromal cells. The percentage of phospho-BLNK
pre-BII cells plus or minus SD was determined by flow cytometry (3 independent
experiments).
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decreased (Figure 5A top and bottom; P  .032). Most impor-
tantly, the differentiation blockage increased in the case of
pro-B/pre-BI/OP9-shG1 cocultures performed in the presence of
recombinant mSLC. To confirm that the differentiation blockage
was not due to the pro-B/pre-BI cell amplification step in the
presence of IL7, freshly sorted BM pro-B/pre-BI cells were
directly cocultured with OP9 stromal cells. As expected, using
the same inhibitors, B-cell differentiation was similarly im-
paired (Figure S4A). Furthermore, we observed that inhibition
of pre-BCR relocalization did not increase cellular apoptosis.
Indeed, the proportion of annexin-V 7-AAD apoptotic cells
was not increased in presence of recombinant mSLC and/or
OP9-shG1 stromal cells (Figure 5B). Finally, since pre-B-cell
differentiation is dependent on BLNK activation,26 we deter-
mined the status of pre-BCR activation by following the
phosphorylation of BLNK during pre-BII/stromal cell cocul-
tures. When the pre-BCR relocalization is not inhibited, as in the
case of large pre-BII cells cultured on OP9-pSR in the presence
of mSLC, BLNK is phosphorylated in about 19% of the cells
(Figures 5C, S4B). By contrast, the percentage of pBLNK cells
is consistently decreased in the case of cocultures performed
with OP9-shG1 cells in the presence of mSLC. The decrease was
even stronger when pre-BII cells were cultured in the absence of
stromal cells.
Altogether our results show that GAL1-dependent pre-BCR
relocalization improves pre-BCR activation, leading to a stronger
pro-B/pre-BI-cell proliferation and differentiation toward the imma-
ture B-cell stage.
Altered development of pre-BII-cell differentiation in galectin-1
knockout mice
The physiological relevance of the pre-BCR clustering was also
tested in vivo, using GAL1/ mice, backcrossed onto a C57Bl/6
background. As shown in Figure 6A and quantified in Figure 6B, no
alteration in bone marrow B-cell subpopulations was observed in
GAL1/ compared with WT mice. In particular, there is no
significant difference for CD19B220IgMCD25CD2 pre-BII-
cell numbers. To destabilize the cellular equilibrium, GAL1/ and
WT mice were treated with hydroxyurea (HU), a cytostatic agent
Figure 6. De novo pre-BII-cell differentiation is impaired in GAL1/ mice. (A) BM B-cell differentiation from WT (n  6) and GAL1-deficient mice (n  4) was analyzed by
FACS using antibodies specific for CD19, B220, IgM, CD23, CD25, and CD2. The gating strategy is shown in the figure and the B-cell subsets were defined as follows:
pro-B/pre-BI, CD19IgMCD23CD2CD25; pre-BII, CD19IgMCD23CD2CD25; immature B, CD19IgMCD23; recirculating B, CD19IgMCD23. (B) Absolute
cell numbers of the BM B-cell subsets. (C) BM B-cell differentiation from HU-treated WT and GAL1-deficient mice was analyzed 7 days after injection as described in panel A.
(D) Absolute cell numbers of the BM B-cell subsets, 7 days after HU treatment. (E) Kinetics of recovery of the BM B-cell subsets at different time points following HU treatment
(n  4 for each condition). (F) Cell-cycle analysis was performed for HU-treated mice 7 days after injection, using TO-PRO-3. The DNA content of pre-BII cells and the
percentage of cells in S/G2/M are shown in the histograms. In the different panels, WT mice are shown in gray and GAL1/, in black. Error bars represent SD. P values were
determined using the Mann-Whitney unpaired test with a risk of 5% (*P  .022).
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that kills cycling cells. The kinetics of de novo B-cell differentia-
tion was monitored at days 2, 7, and 35 after treatment and for all
B-cell subpopulations (Figure 6C-E). The most striking feature was
obtained at day 7 after HU injection, as the percentage and the total
number of B cells were significantly decreased in the GAL1-
deficient mice (1.67%  0.7% and 0.42  0.3 
 106 B cells)
compared with WT controls (3.85%  2.1% and 1.1  0.6 
 106
B cells). Moreover, as expected and shown in Figure 6C, the
decrease affected specifically B220CD19 B cells (circle) and
not the noncycling recirculating B220hiCD19 B cells (dashed
circle). Although the kinetics of pro-B/pre-BI recovery after HU
treatment were comparable between GAL1/ and WT mice, a
5-fold decrease in pre-BII-cell numbers was observed in the
GAL1-deficient mice (Figure 6C,D, P  .022), indicating that
the cellular defect was due to a specific alteration of the
pre-BII-cell compartment. Finally, the pre-BII-cell subpopula-
tion was restored 5 weeks after treatment in GAL1/ mice and
to a level similar to that of control mice (Figure 6E). Similarly,
pre-BII-cell recovery after sublethal irradiation was impaired in
GAL1/ compared with WT mice (Figure S5). To determine
whether pre-BII-cell proliferation was affected after HU treat-
ment, we analyzed the cell-cycle status of pre-BII cells. As
revealed by the TO-PRO-3 nucleic acid stain, we found that
proliferation of the pre-BII cells was strongly impaired in
GAL1/ mice (Figure 6F).
Altogether, the results obtained after de novo B-cell differentia-
tion demonstrate that GAL1 plays a determinant and specific role in
pre-BII-cell development, underlying again the importance of the
stromal cell microenvironment in supporting early B-cell
development.
Discussion
We previously characterized synapse formation between human
pre-B and BM stromal cells, leading to pre-BCR activation.3,15 To
study the functional consequence of this phenomenon, we used
normal pre-BII cells isolated from mouse BM and demonstrated
that formation of the pre-BII/stromal cell synapse depends on the
direct interactions between the 5UR of the pre-BCR and GAL1,
and between GAL1 and glycosylated integrins (Figure 2). More-
over, pre-B-cell integrin “outside-in” activation was shown to be
crucial for this phenomenon. The implication of GAL1 was directly
demonstrated, since GAL1 knockdown in BM stromal cells
significantly decreased pre-BCR relocalization. Moreover, adding
back recombinant GAL1 to the culture medium reversed the
inhibition (Figure 3B). These results confirmed that the pre-BCR
relocalization is not due to aberrant pre-BCR surface expression, as
it could be the case for pre-B-cell lines, and allowed us to address
the physiological significance of pre-B/stromal cell synapse
formation.
The percentage of normal pre-BII cells with a relocalized
pre-BCR was reproducibly around 55%. It is likely that the
remaining percentage of cells has already formed and resolved a
synapse. Indeed, our analyses were performed at a unique time
point (after 2 hours of coculture with stromal cells) and synapse
formation is a dynamic process. Moreover, we observed that large
pre-BII cells isolated from normal BM form a heterogeneous
population regarding CD2 expression, indicating that part of the
cells may have already undergone pre-BCR activation in the BM
prior to their purification (Figure S1A).
The inhibition of pre-BCR relocalization observed by altering the
interactions implicated in synapse formation was statistically significant
whatever the inhibitors used but did not exceed 35%. One possible
explanation is that the formation of the lattice containing the pre-BCR,
GAL1, and the integrins is thermodynamically favored, as it was already
demonstrated for other galectin-containing lattices.27 In line with this
assumption is the observation that lactose or SLC treatments are able to
efficiently inhibit the pre-BCR relocalization only if the inhibitors are
added to the culture medium prior to pre-B-cell deposition on stromal
cells. Addition or combination of various inhibitors was not possible, as
these treatments resulted in the loss of pre-B-cell adhesion to stromal
cells, especially when anti-integrin blocking Abs were used. Although
HSs have been shown to be pre-BCR ligands in mice, we demonstrated
that they do not participate in synapse formation and thus in pre-BCR
activation (Figure 3C). However, as pre-BCRs have been shown to
interact with self-antigens,28 we cannot exclude that synapse formation
depends also on the presence of other molecules.
When inhibitors of pre-BCR/GAL1/integrin interactions were used
in the in vitro B-cell differentiation assay, cell proliferation and
differentiation, but not apoptosis, were significantly impaired (Figures 4,
5). Moreover, the combination of mSLC and GAL1 knockdown stromal
cells further increased the inhibition of both pre-BCR relocalization and
pre-B-cell proliferation and differentiation. As mentioned in the previ-
ous paragraph, mSLCs cannot compete completely with an established
lattice, but when GAL1 expression level is strongly decreased (as is the
case with GAL1 knockdown stromal cells), this competition becomes
more efficient. Although the in vitro experiments indicate that GAL1
potentiates pre-BII-cell proliferation and differentiation, no alteration in
BM B-cell subpopulations was observed in GAL1-deficient mice,
suggesting the existence of redundancies between galectin members, as
already reported.3 However, by measuring the kinetics of de novo B-cell
differentiation after HU treatment or sublethal irradiation of the mice,
we observed a specific delay in pre-BII-cell recovery and a defect in
pre-BII-cell proliferation in the GAL1-deficient mice (Figure 6 and
Figure S5). Moreover, CD2 is expressed at the transition from large
cycling to small resting pre-BII cells,29 and its decreased expression after
HU treatment (Figure 6C) indicates that pre-BII-cell differentiation is
also impaired. In line with this result, the phosphorylation of BLNK,
which is crucial for pre-BII-cell differentiation,26 is reduced in absence
of GAL1 (Figures 5C, S4B). Thus, both in vitro and in vivo experiments
demonstrate a clear role of GAL1 in pre-BII-cell proliferation and
differentiation.
Our results are in accordance with previous reports indicating
that SLC is necessary for efficient pre-BII-cell proliferation and
differentiation. Indeed, 5-deficient pre-BI cells cultured in the
absence of stromal cells are unable to proliferate in vitro.17
Moreover, the analysis of SLC-deficient mice revealed that B-cell
proliferation is blocked in the absence of 5 and/or VpreB proteins
and that pre-B-cell differentiation is impaired.30 Finally, the 5UR
was recently shown in vivo to control the clonal expansion of pre-B
cells expressing functional Ig chains.5
Finally, a constitutive activation of the pre-BCR, the so-
called tonic signaling, was shown to be sufficient to induce
pre-BII-cell differentiation.17,31 However, although BLNK phos-
phorylation was observed in pre-BII cells cultivated in the
absence of stromal cells, this phosphorylation increased upon
pre-BCR relocalization following pre-BII/stromal cell interac-
tion (Figures 5C, S4B). We propose that both pre-BCR activa-
tion modes are required to generate a large pool of pre-BII cells
expressing a diverse repertoire of Ig chains. Indeed, in vitro
experiments by Kawano et al showed that increasing the level of
pre-BCR surface expression enhanced pre-BCR activation and
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pre-B-cell differentiation and proliferation.32 Moreover, the
level of pre-BCR surface expression depends on the potential of
Ig chains to interact with SLC. Thus, in the case of strong
Ig/SLC association, the tonic signal would be sufficient to
promote pre-B-cell differentiation and proliferation. In line with
this assumption, expression of the pre-BCR is very strong on
pre-B cells from experimental models, showing that the pre-
BCR tonic signal is sufficient to induce the complete set of
pre-BCR functions. However, in case of a weaker Ig/SLC
expression and thus low pre-BCR surface expression, as is
mainly the case for normal pre-B cells in vivo, ligand-induced
signaling would be required to amplify pre-BCR functions.
Interestingly, normal pro-B/pre-BI cells cultivated without
stromal cells or in transwell poorly differentiate and massively
die26 (and data not shown), pinpointing the importance of
pre-B-cell interactions with the BM microenvironment for
pre-B-cell development. Finally, Kawano et al32 showed that
cooperative signaling between the pre-BCR and IL7R is neces-
sary to promote pre-B-cell expansion in case of low level of
pre-BCR expression. Thus, by inducing formation of a pre-B/
stromal cell synapse, GAL1 may facilitate pre-B-cell prolifera-
tion by maintaining pre-BII cells in contact with IL7-expressing
stromal cells.
In conclusion, this study dissects for the first time the
formation of the pre-B/stromal cell synapse in a situation where
pre-BII cells express physiological levels of pre-BCRs. More-
over, our results unequivocally demonstrate that pre-BCR/GAL1/
integrin interactions are required for efficient pre-BII-cell
development in vivo and highlight the importance of the
interactions between pre-BII cells and the BM microenviron-
ment in physiological conditions.
Understanding of the molecular organization of the pre-B/
stromal cell synapse may have crucial consequences in pathology.
Indeed, our results demonstrate that GAL1-induced pre-BCR
relocalization leads to BLNK phosphorylation, and alterations in
BLNK signaling have been implicated in the development of early
B acute lymphoblastic leukemias (B-ALLs).33,34 Moreover, as bone
marrow stromal cells have been shown to control B-ALL survival
and growth,35,36 it would be of particular interest to investigate
whether GAL1-dependent activation of the pre-BCR influences
these processes.
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Supplemental Tables 
 
Table S1: Oligonucleotides used for production of the DNA constructs 
Oligonucleotide 
name 
5’  3’ 
coding nucleotides are underlined 
1- mVpB  Fwd AAACATATGGTCCAGCCCATGGTGCATCAGC 
2- mVpB Rev AAAGGATCCACCTCCGCCTGAACCGCCTCCTCCAG
ATCCCAAATCTGTATACGAC 
3- mVpB∆UR Rev AAAGGATCCACCTCCGCCTGAACCGCCTCCTCCGCT
CCGGAGCCCCACGGC 
4- mλ5 Fwd AAAGGATCCGGCGGTGGCGGATCAGAAAGGAGCA
GAGCTGTGGG 
5- mλ5 Rev + His AAAAGATCTTCAGTGATGGTGATGGTGATGAGAAC
ACTCAGCAGGTGACAC 
6- mλ5∆UR Rev AAAGGATCCGGCGGTGGCGGATCAGTCTTTGGTGG
TGGGACCCA 
7- mURλ5 Fwd AAAGGATCCTCGGGACATCACCATCACCATCACGA
AAGGAGCAGAGCTGTGG 
8- mURλ5 Rev AAAGAATTCTCAAAACTGGGGCTTAGATGGAAG 
9- hURλ5 Fwd AAAGGATCCTCGGGACATCACCATCACCATCACTC
GCAGAGCAGGGCCCTGG 
10- hURλ5 Rev AAAGAATTCTCACACTGAGTTATGCTTGGATTGAA 
11- His Fwd GATCCTCGGGACATCACCATCACCATCACG 
12- His Rev AATTCGTGATGGTGATGGTGATGTCCCGAG 
 
Table S2: Antibodies and reagents used for flow cytometry and confocal microscopy 
Source 
 
Reactivity Clone for 
mAb 
Conjugate Supplier 
Primary Ab     
Rat mAb Mouse CD2 RM2-5 PE eBioscience 
Rat mAb Mouse CD23 B3B4 PE-Cy7 eBioscience 
Rat mAb Mouse CD25 PC61 PE BD Biosciences 
Rat mAb Mouse CD117 2b8 PE or PE-Cy5 eBioscience 
Rat mAb Mouse CD11a M17/4 PE eBioscience 
Hamster mAb Mouse CD29 HMb1-1 PE eBioscience 
Rat mAb Mouse CD49d R1-2 PE eBioscience 
Hamster mAb Mouse CD49e/CD29 HMa5-1 PE eBioscience 
Rat mAb Mouse CD19 6D5 PE-Cy5 eBioscience 
Rat mAb Mouse CD19 1D3 APC-Cy7 BD Biosciences 
Rat mAb Mouse B220 RA3-6B2 APC o r Pacific 
Blue 
eBioscience 
Rat mAb Igλ1, λ2, λ3 R26-46 FITC BD Biosciences 
Rat mAb Igκ 187.1 FITC BD Biosciences 
Rat mAb IgM II/41 APC eBioscience 
Rat mAb Integrin β7 M293 PE BD Biosciences 
Rat mAb mouse α4 PS/2  Gift of Dr. F.Batista 
Rat mAb mouse β2 GAME-46  BD Biosciences 
Rat mAb mouse αL M17/4  eBioscience 
Rat mAb mouse IgG2aκ RTK2758  BioLegend 
Rat mAb mouse CD24 M1/69 Biotin BD Biosciences 
Rat mAb mouse SLC SL-156 Biotin BD Biosciences 
Mouse mAb neo-hep 3G10  Seikagaku Corporation 
Hamster  Ab mouse and human  β1   Santa Cruz Biotechnologies 
Rabbit AS mouse and human GAL1   Described i n Gauthier et  al . 
2002 
Goat Ab mouse IgM   Southern Biotech 
Goat Fab mouse IgM  Cy-5 Jackson I mmunoresearch 
laboratories 
Secondary Ab     
Goat Ab Rat IgG (H+L)  Alexa-fluor 546 MolecularProbes 
Goat Ab Rat IgG (H+L)  Alexa-fluor 488 MolecularProbes 
Goat Ab Rat IgG (H+L)  Alexa-fluor 680 MolecularProbes 
Goat Ab Rabbit IgG (H+L)  Alexa-fluor 488 MolecularProbes 
Goat Ab Mouse IgG (H+L)  Texas-Red Jackson I mmunoresearch 
laboratories 
Donkey Ab Goat IgG (H+L)  Alexa-fluor 546 MolecularProbes 
Donkey Ab Rabbit IgG (H+L)  Cy-5 Jackson I mmunoresearch 
laboratories 
Donkey Ab Rabbit IgG (H+L)  Texas-Red Jackson I mmunoresearch 
laboratories 
Mouse m Abs 
(cocktail) 
Hamster IgG G70-204 + 
G94-56 
FITC BD biosciences 
 Streptavidin  Alexa-fluor 488 MolecularProbes 
 Streptavidin  Alexa-fluor 546 MolecularProbes 
 Streptavidin  Alexa-fluor 680 MolecularProbes 
Ab; polyclonal antibody, AS; antiserum, mAb; monoclonal antibody 
Table S3: Percentage of cells with a relocalized pre-BCR in pre-BII/OP9 co-cultures and in presence 
of various inhibitors 
 % relocalization ± SD P value 
Control 55.2 ± 3.6  
mSLC 42.5 ± 1.7 0.001 *** 
mSLC∆ 52.8 ± 6.4 n.s 
mSLC∆∆ 54 ± 0.1 n.s 
GST-mλ5UR 41.9 ± 4.7 0.007 ** 
GST 57 ± 4.7 n.s 
Control 53.2 ± 4.2  
Lactose 35.1 ± 6.3 0.007 ** 
Thiodigalactoside 37.4 ± 3.5 0.013 * 
Maltose 56.7 ± 1.4 n.s 
Control 54.1 ± 3.3  
anti-α4 43.6 ± 3.1 0.026 * 
anti-β2 40.1 ± 0.9 0.01 ** 
IgG2a control 50.4 ± 1.7 n.s 
Control 55 ± 3.6  
OP9-shG1 43.3 ± 5.0 0.0008 *** 
OP9-shG1+mSLC  38.7 ± 7.7 0.004 ** 
OP9-shG1+GAL1  48.6 ± 2.1 
0.02 * 
0.05 (vs. OP9-shG1) * 
0.028 (vs. OP9-shG1+mSLC) * 
The percentage of pre-BCR relocalization is indicated for each condition shown in Figures 2 and 3. 
The P  values (compared t o control, unless ot herwise s tated) we re d etermined using t he Mann-
Whitney unpaired test with a risk of 5%. n.s = not significant, * p ≤0.05, ** p≤0.01, ***p≤0.001. 
 
Supplemental figure legends 
 
Figure S1: Cell sorting procedures of BM B cell sub-populations 
A: sorting of small and large pre-BII cells. Mouse BM cells enriched for B cells were stained 
with antibodies specific for CD19, Igκ, Igλ and CD117. Pre-BII cells were sorted by gating 
out immature B cells on the basis of Igκ and Igλ expression and pro-B/pre-BI c ells on the 
basis of  C D117 e xpression. L arge a nd s mall pr e-BII cel ls w ere separated on size cr iterion 
using the Forward scatter (FSC) parameter. CD2 expression by small and large pre-BII cells is 
shown. B: sorting of pro-B/pre-BI cells. Staining was performed as in section A, except that 
B220 replaces CD19. After gating out immature B cells (B220+Igκ/λ+) pro-B/pre-BI c ells 
were sorted on the basis of CD117 expression. C: purification of pro-B/pre-BI cells amplified 
in vi tro. A fter i n vi tro e xpansion of  pr o-B/pre-BI cel ls by co-culture with OP9 cells in the 
presence of IL-7, CD2+ cells that passed the pre-BCR checkpoint were gated out. Live cells 
were selected based on 7-AAD exclusion. 
 
Figure S2: Integrin expression by large pre-BII and OP9 cells 
Sorted large pre-BII cells and OP9 cells were analyzed by flow cytometry using anti-α4, -β1, -
β7, -VLA-5 (α5β1) and -αL integrins mAbs. Isotype controls are shown (dotted line).  
 
Figure S3: Purity of recombinant soluble proteins 
Purified recombinant soluble proteins (10µg) were loaded on SDS-PAGE (15% acrylamide). 
After migration, proteins were revealed by Coomassie Blue coloration. Molecular weights are 
indicated. 
 
 
Figure S4: Pro-B/pre-BI cell differentiation in the absence of the IL-7 amplification step 
A. Sorted bone marrow pro-B/pre-BI cells (B220+ CD117+) were allowed to differentiate in 
the s ame c onditions as de scribed i n F igure 5 , but  w ithout t he i nitial s tep of  IL7 cell 
amplification. C ell d ifferentiation was e valuated by f low c ytometry by a nalyzing C D2 
expression. Results a re representative of  2 experiments. 
 
B. Sorted CD2- large pr e-BII c ells 
were incubated 1h at 37°C with OP9-pSR cells in presence of mSLCΔΔ, with OP9-shG1 cells 
in presence of mSLC, or without OP9 stromal cells. The percentage of phosphorylated BLNK 
cells was analyzed by flow cytometry using an anti-pBLNK mAb and compared to its isotype 
control (left panel). FSC = Forward Side Scatter. 
Figure S 5: De n ovo p re-BII c ell d ifferentiation is  imp aired in  s ub-lethally irradiated 
GAL1-/- mice 
C57Bl/6 (n=3) and  G AL1 deficient ( n=3) m ice w ere sub -lethally irradiated (5  G y) a nd de 
novo BM B cell differentiation was analyzed by flow cytometry after 10 days, as described in 
Figure 6. T he a bsolute num bers ±  S D of  pr o-B/pre-BI cells ( CD19+IgM-CD25-), pr e-BII 
(CD19+IgM-CD25+) and immature B cells (CD19+IgM+) are shown in the diagram.  
  
  
  
  
  
  
 
 
 
 
 RESULTATS COMPLEMENTAIRES DE L’ARTICLE 1 :  
 
ETUDE DU ROLE FONCTIONNEL DE LA GALECTINE-2  
SUR LA DIFFERENCIATION DES CELLULES PRE-BII 
 
 
INTRODUCTION 
 
Nos résultats ont permis de démontrer que les interactions entre la galectine-1 (gal1), la SLC 
et les intégrines favorisent la prolifération et la différenciation des cellules stromales in vivo et in vitro. 
Cependant, le blocage induit par l’inhibition de l’expression de la gal1 est partiel, et pourrait 
s’expliquer par une redondance de la gal1 avec une autre protéine impliquée dans la relocalisation du 
pré-BCR. Ainsi, les souris adultes déficientes pour la gal1 ne montrent pas de blocage majeur de la 
lymphopoïèse B. Lorsque nous avons étudié la différenciation de novo dans la souris gal1 KO, nous 
avons observé un blocage partiel de la différenciation et de la prolifération des grosses cellules pré-BII 
par rapport aux souris WT. Par ailleurs, des lignées de cellules pré-B ont été co-cultivées avec des 
cellules stromales issues de la moelle osseuse de souris gal1 KO afin d’étudier la relocalisation du pré-
BCR. En absence de la gal1, le pré-BCR est toujours capable de se relocaliser à la synapse entre les 
cellules pré-B et les cellules stromales. De plus, la relocalisation peut être inhibée grâce à l’ajout de 
lactose dans les cultures, suggérant que la protéine redondante avec la gal1 fait partie de la famille des 
galectines. 
La gal1 fait partie d’une grande famille de protéines, comprenant quinze membres chez les 
mammifères, répartis en trois sous-groupes distincts. Des expériences préliminaires à mon travail ont 
été menées au laboratoire pour déterminer si d’autres galectines que la gal1 sont capables de se lier à 
la SLC. Pour cela, les galectines 1, 2, 3, 4 et 8, représentatives des trois sous-groupes ont été produites. 
La galectine-2 (gal2) possède de fortes homologies de séquence et structure avec la gal1. Les deux 
galectines font partie du même sous-groupe, les prototypes homodimères, et ont un spectre de 
reconnaissance aux β-galactosides semblable (Hirabayashi, Hashidate et al., 2002). Les galectines 4 et 
8, membres du groupe des hétérodimères, et la gal3, dite chimère, sont quant-à-elles plus éloignées de 
la gal1 au niveau de la structure et des types de β-galactosides avec lesquels elles sont capables de 
s’associer. Dans un premier temps, des expériences de pull-down ont permis d’analyser la fixation des 
galectines à la SLC recombinante humaine. Parmi toutes les galectines testées, seules les galectines 1 
et 2 ont été immunoprécipitées avec la SLC recombinante ou avec l’extra-boucle de λ5. La gal2 est 
donc capable d’interagir avec la SLC et plus précisément avec l’extra-boucle de λ5 par une interaction 
de type protéine/protéine. 
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Figure 1 : Le shRNA1Gal2 permet de réduire efficacement l’expression de la Gal2-EGFP
L’intensité moyenne de fluorescence (IFM) apportée par la gal2-EGFP a été quantifiée par cytométrie de flux
après la transfection dans les cellules Cos-1 des différents shRNAGal2 (200ng) et de la gal2-EGFP (5ng).
Figure 2 : Expression des ARNm de la gal1 et de la gal2 après l’infection des cellules OP9 avec les
différents shRNA
Les variations des quantités d’ARNm sont quantifiées par la méthode ΔΔCT, et comparées par rapport à
l’expression par les cellules OP9 non infectées.
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 Afin de déterminer si la gal2 est colocalisée avec le pré-BCR lors de la formation de la 
synapse entre les cellules pré-B et le stroma, un antisérum de lapin contre la gal2 a été réalisé au 
laboratoire. Des co-cultures de cellules stromales déficientes pour la gal1 avec des lignées de cellules 
pré-B Nalm6 ont permis de montrer que la gal2 colocalise avec le pré-BCR dans la synapse en 
l’absence de la gal1. Ce résultat indique que la gal2 semble avoir un rôle redondant. Cependant, 
l’antisérum réagit aussi contre la gal1, ce qui empêche d’étudier le rôle de la gal2 dans les cellules 
stromales exprimant la gal1 (Résultats de M. Espeli). 
 
 
RESULTATS 
 
Notre objectif était d’établir l’importance de la contribution de la gal2 sur la relocalisation du 
pré-BCR et sur la différenciation des cellules pré-B in vitro, en présence ou en absence de la gal1, puis 
de déterminer si d’autres protéines pourraient être impliquées dans l’activation du pré-BCR. Pour cela, 
nous avons créé des lignées stables de cellules stromales dans lesquelles l’expression de la gal2 est 
diminuée par shRNA, tout comme nous l’avions déjà fait pour la gal1 (Article 1 : Espeli, Mancini et 
al., 2009). 
 
Afin de déterminer le taux d’inhibition de l’expression protéique de la gal2 induit par les 
shRNA utilisés, nous avions besoin d’un anticorps spécifique de la gal2, et fonctionnel en cytométrie 
de flux ou en Western blot. Comme l’antisérum contre la gal2 produit au laboratoire reconnaît aussi la 
gal1 et qu’il n’existe aucun anticorps dans le commerce, nous avons décidé de produire des anticorps 
monoclonaux en collaboration avec M. Pierres au CIML. Les anticorps ont été produits chez le rat, 
après immunisation contre la gal2 murine entière. Une première sélection a été effectuée par un test 
ELISA pour, d’une part, éliminer les anticorps qui reconnaissent la gal1 et, d’autre part, sélectionner 
ceux reconnaissant uniquement la gal2. Le test ELISA a permis de sélectionner 87 anticorps différents. 
Cependant, le signal observé était faible et proche du bruit de fond. Les anticorps sélectionnés ont 
ensuite été testés en cytométrie de flux et en Western blot, soit après la transfection de la gal2 dans 
différentes lignées cellulaires, soit dans les lignées OP9. Parmi les 87 clones testés aucun a permis de 
détecter l’expression de la gal2 (résultats non montrés). En raison de la forte homologie entre les 
galectines 1 et 2, il est possible que les clones reconnaissant la gal2 reconnaissent aussi la gal1, et donc 
qu’ils aient été éliminés au moment du criblage par le test ELISA. 
 
Pour tester l’efficacité des shRNA synthétisés sur l’expression protéique de la gal2 sans 
utiliser d’anticorps, nous avons créé une protéine de fusion, la gal2-EGFP afin de suivre l’expression 
de la protéine. La gal2-EGFP a été co-transfectée de façon transitoire dans des cellules Cos-1, qui 
n’expriment pas de gal2 endogène, avec les différents shRNA à tester. L’inhibition de la fluorescence 
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Figure 3 : Analyse de la relocalisation du pré-BCR (A) et de l’inhibition de la relocalisation du
pré-BCR (B) des cellules Nalm6
Les cellules pré-B Nalm6 ont été co-cultivées avec les lignées stromales OP9 infectées avec les shRNA. Les
cellules ont ensuite été fixées, puis les pré-BCR ont été marqués avec un anticorps anti-IgM (Southern biotech) et
révélés avec un anticorps anti-Ig de chèvre couplé à l’Alexa555 (Invitrogen). Les pré-BCR relocalisés ont été
comptés et l’inhibition de la relocalisation a été calculée par rapport aux cellules OP9.
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 apportée par la gal2-EGFP et donc l’inhibition de l’expression de la gal2 par les shRNA a été 
quantifiée en cytométrie de flux. Parmi les quatre shRNA que nous avons testés, le shRNA1Gal2 a été 
le plus efficace pour diminuer l’intensité de fluorescence de la gal2-EGFP (Figure 1). Sur la base de 
cette expérience, nous avons sélectionné ce shRNA et l’avons utilisé pour infecter les lignées 
stromales OP9.  
 
Les lignées stromales OP9 et OP9-shG1 ont été infectées avec le shRNA spécifique de la gal2 
sélectionné (respectivement OP9-shG2 et OP9-shG1/G2), afin d’obtenir des lignées de cellules 
déficientes pour la gal2 seule ou pour la gal1 et pour la gal2. Pour contourner le problème d’anticorps, 
nous avons tout d’abord analysé l’expression de l’ARNm des gal1 et gal2 après les infections des 
différents shRNA, par des expériences de PCR en temps réel (Figure 2). Comme nous l’avions aussi 
observé au niveau protéique, l’ARNm de la gal1 est inhibé de 75% dans les cellules OP9-shG1 par 
rapport aux cellules OP9. De façon intéressante, la quantité d’ARNm de la gal2 est augmentée dans 
ces cellules, ce qui indique un phénomène de compensation en l’absence de la gal1 et semble être en 
faveur d’une redondance entre les deux galectines. A l’inverse, dans les cellules OP9-shG2, ou OP9-
shG1/G2, nous n’avons observé aucun effet sur l’expression de l’ARNm de la gal2. Ces expériences 
semblent indiquer que le shG2 ne permet pas d’induire la dégradation de l’ARNm de la gal2. 
Cependant, elles ne permettent pas de conclure quand à l’absence d’effet du shG2 sur l’expression de 
la protéine. En effet, on peut envisager que le shRNA n’ait un effet que sur le blocage de la traduction, 
et pas sur le transcrit. Alternativement, du fait que le shRNA soit capable d’induire la dégradation de 
la gal2-EGFP par transfection transitoire, il est possible que la quantité de shRNA produite dans les 
OP9 soit trop faible pour être efficace.  
 
La détection de la protéine n’étant pas possible, nous avons déterminé si la relocalisation du 
pré-BCR était inhibée dans les cellules infectées avec le shG2 (Figure 3). Alors que l’inhibition de la 
gal1 dans les OP9 induit bien une diminution de la relocalisation du pré-BCR exprimé par les cellules 
Nalm6, l’inhibition de la gal2 n’a montré aucun effet. De plus, l’expression du shG2 dans les cellules 
OP9-shG1 n’a pas permis d’inhiber davantage la relocalisation du pré-BCR. Les résultats actuels ne 
nous ont donc pas permis de déterminer la redondance de la gal2 au niveau de la relocalisation du pré-
BCR. 
 
 
CONCLUSION 
 
Tout comme la gal1, la gal2 interagit avec l’extra-boucle de λ5, par une interaction directe, de 
type protéine/protéine, et est capable de relocaliser avec le pré-BCR au niveau de la synapse entre les 
cellules pré-BII et les cellules stromales in vitro. Des lignées de cellules stromales inhibant de façon 
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 stable la gal1, la gal2 ou les deux galectines ont été établies afin de déterminer la contribution de 
chacune dans la relocalisation du pré-BCR, et dans la différenciation des cellules pré-BII. Dans nos 
expériences, la gal2 ne semble pas avoir de rôle redondant à la gal1 pour la relocalisation du pré-BCR.  
Plusieurs hypothèses peuvent être formulées afin d’expliquer ce manque d’inhibition. D’une 
part, il est possible que l’expression des shG2 soit trop faible pour inhiber l’expression de la gal2 dans 
les cellules OP9. Par la suite, il faudrait donc sélectionner les cellules possédant le plus de copies de 
shRNA intégrées. D’autre part, il reste de la gal1 résiduelle dans les cellules OP9-shG1, ce qui 
pourrait masquer les effets de l’inhibition de l’expression de la gal2. Afin de répondre à cette 
hypothèse, les cellules stromales dérivées de souris gal1KO seront infectées avec les shG2. Cependant, 
l’utilisation des cellules stromales gal1KO ne nous permettra pas d’avoir un contrôle WT exprimant 
correctement la gal1, en particulier pour les expériences de différenciation in vitro. Une autre 
possibilité pour expliquer le manque d’effet du shG2 serait que la gal2 ne soit pas la protéine 
redondante, bien que nous ayons vu en biochimie qu’elle était capable de se lier à la SLC. Enfin, il se 
pourrait qu’une autre galectine ou protéine soit redondante avec la gal1 en plus de la gal2. En effet, 
nous n’avons pas testé l’interaction entre la SLC et toutes les galectines. De plus, d’autres protéines 
comme l’insuline et le LPS, ont déjà été décrites comme liant le pré-BCR in vitro (Köhler, Hug et al., 
2008). 
 
 
MATERIELS ET METHODES 
 
LIGNEES CELLULAIRES 
La lignée Cos-1 et la lignée Phoenix qui permet de produire des rétrovirus (Pear, Nolan et al., 1993), 
sont cultivées en DMEM, 10% SVF, 100U/ml pénicilline, 100µg/ml streptomycine. La lignée 
cellulaire stromale murine OP9 et la lignée de cellules pré-B humaines Nalm6 sont cultivées 
respectivement en MEMα, 20% SVF, 100U/ml pénicilline, 100µg/ml streptomycine et en RPMI, 10% 
SVF, 100U/ml pénicilline, 100µg/ml streptomycine. 
 
IMMUNOFLUORESCENCE 
Les lignées de cellules stromales murines OP9, WT ou infectées avec les différents shRNA, ont été 
cultivées sur lamelles (25 000 cellules par lamelles) pendant 24H. 0,15x106 cellules de la lignée pré-B 
humaine Nalm6 ont été ajoutées aux lamelles et cocultivées avec les cellules stromales pendant 1H30. 
Les cellules sont ensuite fixées par le para-formaldéhyde 2% et marquées avec un anticorps anti-hIgM 
(Southern Biotech) puis par un anticorps secondaire anti-Ig de chèvre couplé à l’A555 (Invitrogen). La 
gal1 est marquée par un antisérum de lapin réalisé au laboratoire suivi d’un anticorps secondaire anti-
Ig de lapin couplé à l’A488 (Invitrogen). Les marquages ont été analysés sur le microscope confocal 
LSM510 (Zeiss). 
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TRANSFECTION ET INFECTION DES CELLULES AVEC LES shRNAGAL2 
Les shRNA spécifiques de la gal2 (séquence 5’3’ : shRNA1 : CCATCACCTTCCAAGATAA ; 
shRNA 2 : GTGGACCGCTTCCTCATTA ; shRNA3 : TCCACCATTGTCTGTAACA ; shRNA4 : 
AAGATCACCATCACCTTCC) ont été sélectionnés, clonés dans le vecteur rétroviral pSUPER.retro. 
neo.GFP (pSR, OligoEngine), et infectés dans les lignées OP9 selon le même protocole que pour les 
shRNA spécifiques de la gal1 (Espeli, Mancini et al., 2009). 
Les transfections transitoires sont réalisées avec le FuGene 6 (Roche), selon le protocole du 
fournisseur. La séquence codante de la gal2 murine a été clonée dans le vecteur d’expression pEGFP-
N1 (Clontech Laboratories). Les différentes analyses sont effectuées 48H après les transfections. 
 
ANALYSE FACS 
Les analyses en cytométrie de flux sont réalisées avec un FACSLSRII (BD bioscience), et les résultats 
sont analysés avec le logiciel FlowJo (BD bioscience). 
 
PCR EN TEMPS REEL 
L’ARNm des cellules a été purifié grâce au kit RNeasy minikit (Qiagen). Après isolement, la 
concentration des ARNm est mesurée à 260nm avec le spectrophotomètre Nanodrop (Thermo 
Scientific). Un microgramme d’ARNm est transcrit en cDNA en utilisant la reverse transcriptase 
SuperScript II (Invitrogen) selon le protocole du fournisseur. Les primers utilisés pour la PCR en 
temps réel sont décrits ci-dessous, et ont été conçus en utilisant le programme Primer Express 
(Applied Biosystems). La PCR est effectuée sur le thermocycleur ABI Prism 7500 Fast PCR System 
(Applied Biosystems), avec le Power SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems). Les 
expériences sont réalisées en duplicats, l’expression des gènes cibles est calculée avec la méthode 
delta-delta-CT, et est normalisée par rapport l’expression de la HPRT dans chaque échantillon.  
Séquence des primers utilisés (5’3’) :   
HPRT : Forward : GGCCCTCTGTGTGCTCAAG 
Reverse: CTGATAAAATCTACAGTCATAGGAATGGA  
Gal1 :  Forward : CCTGGTCCATCTTCACTTCCAT 
Reverse : CTTTGGCCTGGAAAGCACAA  
Gal2 :  Forward : GGCCACAACCAACTGCACTA 
 Reverse : TCCAGTTTGAAGGAGGAGATCTG 
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 ETUDE DE L’INFLUENCE RELATIVE DES SIGNAUX TONIQUES DU PRE-BCR 
ET INDUITS PAR LA GALECTINE-1 SUR LE DEVENIR DES CELLULES PRE-BII 
 
 
INTRODUCTION 
 
Le pré-BCR constitue un point de contrôle majeur au cours de la différenciation précoce des 
cellules B. En effet, lorsqu’il est activé, il permet la prolifération des cellules pré-BII, puis leur 
différenciation avec le réarrangement des gènes des chaînes IgL. 
Différents modèles ont été proposés pour expliquer les mécanismes d’activation du pré-BCR. 
Tout d’abord, il a été proposé que le pré-BCR puisse être activé de façon constitutive et 
indépendamment de toute association avec un ligand, soit suite à son expression à la surface de la 
cellule pré-B, soit suite à son agrégation autonome (Guo, Kato et al., 2000 ; Ohnishi & Melchers, 
2003 ; Ubelhart, Bach et al., 2010). D’autre part, nous avons décrit un mode d’activation ligand-
dépendant, dans lequel la gal1, produite par les cellules du microenvironnement médullaire, est à 
l’origine de l’agrégation du pré-BCR. Les modèles décrivant l’activation constitutive du pré-BCR sont 
basés sur des expériences réalisées in vitro, avec des lignées de cellules pré-B exprimant fortement le 
pré-BCR à la surface. A l’inverse, in vivo, les cellules pré-BII expriment très faiblement le pré-BCR à 
leur surface, et les signaux provenant d’une signalisation autonome du pré-BCR ne sont pas suffisants 
seuls pour induire la prolifération et/ou la différenciation efficace des cellules (Espeli, Mancini et al., 
2009). 
 
Dans une étude précédente, l’équipe du Dr. Karasuyama a montré que des chaînes Igµ 
différentes, clonées puis exprimées dans des lignées de cellules pro-B entraînaient des expressions 
variables du pré-BCR à la surface des cellules (Kawano, Yoshikawa et al., 2006). Quatre chaînes Igµ, 
qui, associées à la SLC, entraînent différents niveaux de surface du pré-BCR : indétectable (µHUnd), 
faible (µHLow), moyen (µHMed) ou fort (µHHigh), ont été sélectionnées. Cette équipe a ensuite 
démontré, par des expériences de différenciation in vitro en l’absence de cellules stromales, que la 
prolifération des cellules pré-BII et la différenciation vers les cellules B immatures sont plus efficaces 
lorsque le pré-BCR est fortement exprimé et inversement, qu’elles sont moins efficaces lorsque le pré-
BCR est faiblement exprimé à la surface cellulaire. En effet, les cellules infectées avec le vecteur 
µHHigh conduisent à la production de 50 fois plus de cellules immatures que les cellules infectées 
avec le vecteur µHLow. Cependant, ces expériences n’ont analysé que le signal tonique du pré-BCR 
puisqu’elles ont été réalisées sans les cellules stromales. Elles ont tout de même suggéré que, dans le 
cas d’une faible expression du pré-BCR à la surface, le signal tonique n’est pas suffisant pour le 
développement efficace des cellules pré-BII en l’absence des cellules stromales. 
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Figure 4 : Protocole de la différenciation des cellules pré-B µMT in vitro après leur infection avec
les différents vecteurs codant pour les chaînes Igµ
Figure 5 : L’expression de surface du pré-BCR ne dépend pas de l’expression cytoplasmique de
la chaîne lourde Igµ
A/ L’expression de la chaîne Igµ à la surface de la cellule et en intra-cytoplasmique (ic) a été analysée dans les
cellules infectées GFP+ 1 jour après l’infection, par cytométrie de flux
B/ Intensité de fluorescence moyenne (IFM) pour l’expression de l’IgM de surface et intra-cytoplasmique après
les infections avec les différentes chaînes Igµ
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Nous avons donc voulu analyser l’importance de chacun des mécanismes d’activation sur la 
prolifération puis la différenciation des cellules pré-BII, en fonction de l’expression du pré-BCR de 
surface, en collaboration avec l’équipe du Dr. Karasuyama. Notre objectif était de déterminer si l’auto-
activation du pré-BCR prédomine sur l’activation induite par un ligand lorsque le pré-BCR est 
fortement exprimé à la surface, et inversement si l’activation induite par Gal1 est nécessaire lorsque le 
pré-BCR est faiblement exprimé à la surface des cellules pré-BII, comme c’est principalement le cas 
en physiologie. 
 
 
RESULTATS 
 
Pour ce travail, nous avons utilisé des cellules proB/pré-BI primaires provenant de souris 
μMT, pour lesquelles l’exon transmembranaire de la chaîne lourde Igμ a été délété. Le pré-BCR ne 
peut donc plus être exprimé, et la lymphopoïèse B est par conséquent bloquée au stade des cellules 
pré-BI. Dans un premier temps, les cellules pro-B/pré-BI ont été cultivées in vitro en présence de 
cellules stromales et d’IL7 pendant quatre jours afin de les faire entrer en phase proliférative, 
nécessaire pour l’infection, et de les amplifier (Figure 4). A la fin de cette phase d’expansion, les 
cellules ont été infectées avec les différents vecteurs µH (Kawano, Yoshikawa et al., 2006), en 
l’absence des cellules stromales et toujours en présence d’IL7. Les cellules infectées qui expriment, 
d’une part les composants de la SLC, λ5 et VpréB, dès le stade pro-B, et d’autre part, une chaîne Igµ 
réarrangée et fonctionnelle, possèdent les mêmes caractéristiques que des cellules pré-BII normales, et 
expriment en conséquence le pré-BCR à la surface cellulaire. Enfin, les cellules infectées ont été 
cultivées en l’absence d’IL7 et en présence ou en l’absence de cellules stromales, pendant deux ou 
trois jours afin d’amorcer la différenciation. La prolifération et la différenciation des cellules ont été 
analysées en cytométrie de flux, d’une part après la phase de prolifération/infection (J5), et d’autre part 
après les phases de différenciation (J7 et J8). 
 
Les vecteurs µH possèdent un gène rapporteur, la GFP, permettant de sélectionner facilement 
les cellules infectées lors des analyses. Après la phase de prolifération, à J5, nous avons observé que 
les cellules pré-B infectées (cellules GFP+) expriment la chaîne Igµ intracellulaire en quantité 
similaire quelque soit le vecteur µH utilisé. Par contre, l’expression du pré-BCR de surface est très 
variable selon les différents vecteurs µH, confirmant ainsi les résultats de l’équipe du Dr. Karasuyama 
(Figure 5A+B). Cependant, nous n’avons pas observé de différences d’expression de surface entre les 
cellules µHLow et les cellules µHMed. Pour les expériences préliminaires, nous avons donc utilisé 
uniquement les vecteurs µHLow et µHHigh. En effet, nous voulions comparer les influences des 
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Figure 6 : Les cellules stromales et une plus forte expression du pré-BCR améliorent l’efficacité
de la prolifération des cellules pré-B
Les graphiques représentent le nombre absolu de cellules infectées aux jours de différenciations J7 (A) et J8 (B)
générés à partir de 1000 cellules infectées à J5. La barre bleue placée sur les graphiques correspond au nombre
de cellules GFP+ à J5.
Les données sont représentatives de deux expériences indépendantes.
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Figure 7 : Les cellules stromales et une plus forte expression du pré-BCR améliorent l’efficacité
de l’activation du pré-BCR
A/ Le nombre sur chaque graphique indique le pourcentage de cellules large pré-BII parmi les cellules infectées.
B/ Les graphiques représentent le nombre absolu de cellules large pré-BII généré à partir de 1000 cellules
infectées à J5, aux jours de différenciations J7 et J8.
Les données sont représentatives de deux expériences indépendantes.
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 signaux toniques et ligand-dépendant dans une situation proche de la physiologie (µHLow) avec une 
situation où le pré-BCR est fortement exprimé (µHHigh). 
 
Dans un premier temps, nous avons analysé les différences dans la prolifération des cellules 
selon l’expression du pré-BCR et la présence, ou non, de cellules stromales.  
Les figures 6A et 6B représentent le nombre absolu de cellules GFP+ en cultures à J7 et à J8 
respectivement, à partir de 1000 cellules GFP+ à J5. Comme on peut le voir sur la figure 6A, à J7, la 
survie des cellules exprimant un pré-BCR (cellules µHLow et µHHigh) est meilleure, par rapport aux 
cellules contrôle (CT). De plus, quelles que soient les conditions d’infection, le nombre de cellules 
GFP+ est plus important dans les cultures sur les cellules stromales, indiquant un effet protecteur du 
stroma. Enfin, on observe une augmentation du nombre de cellules GFP+, seulement dans les cultures 
où les cellules µHHigh sont sur des cellules OP9 (multiplication par 3 par rapport au nombre de 
cellules à J5), indiquant que, à J7, la prolifération est efficace uniquement dans cette condition. A J8 
(Figure 6B), le nombre de cellules µHLow GFP+ est fortement diminué, bien que moins sévèrement 
que pour les cellules CT, par rapport à J7. Inversement, et toujours par rapport à J7, le nombre de 
cellules µHHigh GFP+ est stable pour les cultures sur stroma, et il est augmenté de seulement 1,5 fois 
dans les cultures en l’absence de stroma. Ainsi, cette expérience à permis de démontrer que la 
prolifération et/ou la survie sont plus efficaces dans le cas des cultures des cellules µHHigh sur les 
cellules stromales. 
 
Nous nous sommes ensuite intéressés aux grosses cellules pré-BII, qui représentent la 
première étape après l’activation du pré-BCR, c'est-à-dire la phase proliférative. Les marqueurs CD2 
et CD25, qui sont habituellement utilisés pour décrire l’activation du pré-BCR au cours de la 
différenciation B, n’ont pas pu être utilisés dans nos expériences. En effet, les cellules infectées avec le 
vecteur CT expriment CD2 et CD25 de façon comparable aux cellules infectées avec les vecteurs µH, 
indiquant une possible stimulation des cellules au cours de l’infection et une augmentation non 
spécifique de leur expression. Nous avons alors choisi d’utiliser la taille des cellules uniquement (FSC 
high) pour discriminer cette étape d’activation du pré-BCR. Les figures 7A et 7B représentent le 
pourcentage et le nombre absolu de cellules en prolifération (FSC high) à J5, J7 et J8. Avant la mise 
en différenciation, à J5, les cellules FSChigh représentent entre 14,3 et 18% des cellules infectées 
(Figure 7A). La présence d’un pourcentage de cellules FSC high similaire entre les différentes 
conditions dont les cellules CT, indique que la prolifération passe principalement à travers l’IL7R et 
non à travers le pré-BCR. Après l’étape de différenciation, à J7 et à J8, il n’y a plus de cellules FSC 
high dans les cultures CT, indiquant que la prolifération des cellules à ces points de cinétique est 
désormais uniquement due au signal du pré-BCR. D’une façon générale, les cellules stromales 
améliorent la prolifération des cellules pré-BII quelque soit la condition. Ainsi, à J7, la quantité de 
grosses cellules pré-BII infectées avec le vecteur µHHigh est multipliée par 3,4 dans les cultures sur 
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Figure 8 : Les cellules stromales et une plus forte expression du pré-BCR améliorent l’efficacité
de la différenciation vers les cellules B immatures
Les graphiques représentent le nombre absolu de cellules généré à partir de 1000 cellules infectées à J5, aux
jours de différenciations J7 et J8.
Les données sont représentatives de deux expériences indépendantes.
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 les cellules stromales par rapport aux cultures sans stroma, les nombres de grosses cellules pré-B étant 
de 980 et de 265 respectivement (Figure 7B). A J7 et à J8, nous observons peu de grosses cellules pré-
BII pour les cultures µHHigh et sans cellules stromales (respectivement 265 et 130), confirmant la 
faible augmentation du nombre total de cellules GFP+ observée dans la figure 6, et indiquant la 
prolifération limitée des cellules par rapport aux cultures µHHigh sur les cellules stromales. Dans les 
cultures sur stroma, les cellules µHLow prolifèrent beaucoup moins que les cellules µHHigh 
(respectivement 135 et 980 grosses cellules pré-B à J7), démontrant l’avantage de la forte expression 
du pré-BCR. Cependant, nous avons observé peu de différences entre le nombre de cellules GFP+ ou 
de grosses cellules pré-BII entre les cellules µHHigh sans stroma et les cellules µHLow sur stroma 
(respectivement 265 et 135 grosses cellules pré-BII à J7). En conclusion, même si leur effet a été 
limité, les cellules stromales OP9 ont permis de compenser la faible expression du pré-BCR. Enfin, à 
J8, on observe un épuisement des grosses cellules pré-BII dans toutes les conditions et 
particulièrement dans les conditions où le pré-BCR est faiblement exprimé, indiquant la fin de l’étape 
de prolifération. Par contre, bien que très réduit, le nombre de grosses cellules pré-BII à J8 reste 
supérieur dans les cultures sur les cellules stromales par rapport aux cultures sans cellules stromales. 
 
Finalement, nous avons analysé l’efficacité de la différenciation, selon l’expression du pré-
BCR et la présence ou non, des cellules stromales. La figure 8 représente le nombre de cellules B 
immatures IgM+Igκ+ dans les cultures après la différenciation, à J7 et à J8, à partir de 1 000 cellules 
infectées à J5. A J7 et J8, le nombre de cellules B immatures obtenu est identique entre les conditions 
avec ou sans stroma pour le vecteur µHLow. Les cellules stromales n’apportent pas d’avantage dans la 
différenciation des cellules lorsque le pré-BCR est faiblement exprimé. Par contre, les cellules 
stromales améliorent l’efficacité de la différenciation vers les cellules B immatures dans les cultures 
µHHigh par rapport aux cultures sans stroma (respectivement 210 et 110 cellules B immatures à J7, et 
600 et 400 cellules à J8). D’autre part, les cellules B immatures apparaissent plus rapidement dans les 
cultures sur cellules stromales. En effet, à J7, on observe une augmentation de 2x du nombre de 
cellules B immatures dans les cultures µHHigh sur stroma par rapport aux cultures µHHigh sans 
stroma, tandis que l’augmentation à J8 n’est que de 1,5x. Ce résultat est probablement dû au fait que la 
différenciation est plus efficace lorsque les cellules prolifèrent plus, comme c’est le cas dans les 
cultures sur les cellules stromales.  
 
Selon nos résultats, le signal tonique semble suffisant pour activer les voies de différenciation, 
quelque soit la quantité d’expression du pré-BCR de surface. En particulier, les cellules stromales 
n’apportent pas d’avantages au niveau de la différenciation en cellules B immatures lorsque les 
cellules sont infectées avec le vecteur µHLow. Cependant, les cellules stromales permettent une 
augmentation du nombre des cellules B et des grosses cellules pré-BII en particulier, même si cette 
augmentation reste limitée lorsque le pré-BCR est faiblement exprimé. Enfin, nos résultats indiquent 
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 que les cellules qui expriment fortement le pré-BCR (µHHigh) sont celles qui sont le plus favorisées 
par la présence de cellules stromales, à la fois pour la prolifération et pour la différenciation vers les 
cellules B immatures.   
 
 
DISCUSSION ET PERSPECTIVES 
 
 Au cours de nos expériences, nous avons mis en évidence l’importance des cellules stromales 
et de l’expression du pré-BCR pour la prolifération et la différenciation des cellules pré-BII. A J7, les 
cultures µHLow sur les cellules stromales sont proches des cultures µHHigh en l’absence de cellules 
stromales, aussi bien au niveau du nombre de grosses cellules pré-BII que du nombre de cellules B 
immatures générées. Cependant, à J8, la différenciation vers les cellules immatures est plus faible, et 
l’épuisement de la prolifération des grosses cellules pré-BII est plus rapide dans le cas des cultures 
µHLow sur cellules stromales, par rapport aux cultures µHHigh sans stroma. Cela indique que la 
signalisation qui passe par le pré-BCR dans les cultures µHHigh sans stroma est meilleure que celle 
des cultures µHLow malgré la présence des cellules stromales. Cependant, il est possible que 
l’expression du pré-BCR dans les cultures µHLow soit trop faible pour pouvoir observer un effet des 
cellules stromales. Il faudrait tester un tester un nouveau vecteur µHMed, qui entraînerait une 
expression du pré-BCR plus forte que celui que nous avons déjà utilisé. Alternativement, il a été 
proposé que la capacité d’association de la chaîne IgH avec la SLC était corrélée à sa capacité 
d’association future avec la chaîne IgL (Kawano, Yoshikawa et al., 2006). Sur la base de cette 
hypothèse, les cellules stromales permettraient de sélectionner en priorité les cellules pré-B qui 
auraient le plus de chance de se différencier vers les cellules B matures.  
Ces expériences seront complétées avec l’analyse de la prolifération in vitro, par la mesure de 
la perte de BrdU en cytométrie, et par l’analyse des phases plus précoces de la prolifération, à J6. 
Ensuite, notre objectif est de déterminer si l’effet des cellules stromales est bien dû à l’agrégation du 
pré-BCR induite par la gal1. Pour cela, les analyses se poursuivront avec l’étude de la prolifération et 
de la différenciation sur les cellules OP9-shG1. Nous déterminerons aussi l’effet du stroma et du 
niveau d’expression du pré-BCR sur l’apoptose, afin de déterminer si les cellules µHHigh sont moins 
sensibles à la mort cellulaire, en particulier lors des cultures réalisées avec les OP9-shG1. Enfin, 
l’injection de cellules pré-B infectées in vitro avec les vecteurs µH dans des souris WT ou déficientes 
pour la gal1 et irradiées de façon sublétale permettra d’analyser la différenciation de novo en 
cytométrie de flux. Ainsi, non seulement les cellules pré-BII seront replacées dans leur contexte in 
vivo, mais aussi, et contrairement aux cultures in vitro sur les cellules OP9-shG1, il n’y aura pas 
d’expression résiduelle de la gal1 dans les souris gal1KO. 
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MATERIELS ET METHODES 
 
SOURIS et LIGNEES CELLULAIRES 
Les souris déficientes pour l’exon membranaire du gène de la chaîne µH (souris µMT), (Kitamura, 
Roes et al., 1991) sont élevées dans notre animalerie dans des conditions exemptes de pathogènes 
spécifiques. 
La lignée cellulaire stromale murine OP9 et la lignée Phoenix (Pear, Nolan et al., 1993), qui permet de 
produire des rétrovirus, sont cultivées respectivement en MEMα, 20% SVF, 100U/ml pénicilline, 
100µg/ml streptomycine et en DMEM, 10% SVF, 100U/ml pénicilline, 100µg/ml streptomycine. Les 
cellules pro-B/pré-BI primaires sont cultivées en IMDM, 5% SVF, 100U/ml pénicilline, 100µg/ml 
streptomycine, 50µM β-mercaptoéthanol et du surnageant d’IL7 (produit par les cellules J558-IL7, 
don du Dr. Ana Cumano, Institut Pasteur). Les cellules sont cultivées dans un incubateur 
physiologique à 5% d’O2. 
 
PROLIFERATION PUIS INFECTION AVEC LES VECTEURS RETRO-VIRAUX 
La production des particules virales a été réalisée en utilisant les vecteurs rétroviraux pMX-IRES-GFP 
dans lesquels les différentes chaînes Igµ ont été insérées (don du Dr. Karasuyama). Les cellules 
Phoenix ont été cultivées pendant 24H et ensuite ont été transfectées avec les vecteurs en utilisant le 
FuGene 6 (Roche). Les surnageants de culture sont récupérés 48H après.  
L’infection des cellules pro-B/pré-BI dérivées de souris µMT est ensuite réalisée. La moelle osseuse 
des souris µMT est récupérée à partir des tibias et fémurs, puis est enrichie en cellules pro-B/pré-BI 
grâce à l’utilisation de billes MACS B220 (Miltenyi Biotec). Les cellules sont mises en prolifération 
en plaque 24 puits sur la lignée cellulaire stromale OP9 (0.2x105 cellules) irradiée (40Gy) et en 
présence d’IL7. Après 4 jours, les cellules pro-B/pré-BI sont récupérées puis infectés en plaque 24 
puits avec les surnageants rétroviraux, en présence d’IL7 et de sequa-brene (Sigma) à 5µg/ml, pendant 
2 heures à 32°C à 3000rpm, puis pendant 15 heures à 37°C dans l’incubateur.   
 
DIFFERENCIATION DES CELLULES PRE-B IN VITRO 
Le protocole utilisé pour la différenciation des cellules pré-B in vitro est adapté de celui utilisé 
précédemment (Espeli, Mancini et al., 2009). Après l’infection, les cellules pro-B/pré-BI sont lavées 
puis sont mises en différenciation (0.25x106) dans des plaques 24 puits pendant 2 ou 3 jours, soit en 
présence de la lignée cellulaire stromale OP9 (0.2x105 cellules) irradiée (40Gy), soit en l’absence de 
cellules stromales. 
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 ANALYSE FACS ET ANTICORPS UTILISES 
Les anticorps dirigés contre CD19 (clone 1D3) couplé à l’APC-Cy7 et contre IgK (clone 187.1), 
biotinylé sont fournis par BD Pharmingen. La Streptavidine-APC, l’anticorps dirigé contre B220 
(clone RA3.6B2) couplé au Pacific Blue et l’anticorps dirigé contre l’IgM (clone II/41) couplé au PE-
Cy5.5 sont fournis par eBioscience. L’anticorps polyclonal dirigé contre l’IgM et couplé au PE est 
fourni par Southern Biotech. Enfin, le LiveDead (Invitrogen) a été utilisé afin de discriminer les 
cellules vivantes. Pour les marquages intracellulaires, les cellules ont été fixées et perméabilisées avec 
le kit Cytokix/Cytoperm (BD Pharmingen) avant le marquage. Le compte du nombre absolu de 
cellules dans les cultures a été réalisé en ajoutant les billes CountBright (Invitrogen) aux échantillons. 
Les analyses en cytométrie de flux sont réalisées avec un FACSLSRII (BD bioscience), et les résultats 
sont analysés avec le logiciel DiVa (BD bioscience). 
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Galectin-1 expressing stromal cells constitute a specific niche for pre-BII cell 
development in mouse bone marrow 
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Abstract 
In the bone marrow (BM), stromal cells constitute a supportive tissue indispensable for the 
generation of pro-B/pre-BI, pre-BII and immature B lymphocytes. IL7 producing stromal 
cells constitute a cellular niche for pro-B/pre-BI cells but no specific stromal cell 
microenvironment was identified for pre-BII cells expressing a functional pre-B cell receptor 
(pre-BCR). However expression of the pre-BCR represents a crucial checkpoint during B cell 
development. We recently demonstrated that the stromal cell derived-galectin1 (GAL1) is a 
ligand for the pre-BCR, involved in the proliferation and differentiation of normal mouse pre-
BII cells. Here we show that non-hematopoietic osteoblasts and reticular cells in the BM 
express GAL1. We observed that pre-BII cells, unlike pro-B/pre-BI, were specifically 
localized in close contact with GAL1+ reticular cells. We also determined that IL-7+ and 
GAL1+ cells represent two distinct mesenchymal populations with different BM localization. 
These results demonstrate the existence of a pre-BII specific stromal cell niche and indicate 
that early B cells move from IL7+ to GAL1+ supportive BM niches during their development. 
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Introduction 
The bone marrow (BM) is the primary site of hematopoiesis after birth. Hematopoietic stem 
cells (HSC) and hematopoietic progenitors are located in close contact with a special stromal 
microenvironment, known as niches, composed of mesenchymal cells, osteoblasts, 
endothelial cells and adipocytes, indispensable for their differentiation1,2. Recent reports 
indicate that the spatial repartition of BM stromal cells and hematopoietic progenitors follows 
a coordinated regulation3. HSC are in contact with osteoblasts on bone surfaces and 
endothelial cells lining sinusoids, and move near CXCL12+ reticular stromal cells while they 
differentiate. In this tissue, B cell differentiation is also a highly regulated process, which 
generates widely diversified immature B cells tolerant to self. Stage-specific cellular niches 
have been identified for the first steps of the B lymphopoiesis2. The earliest B220+cKit+ pro-
B/pre-BI cells undergoing IgH gene rearrangements locate near IL7 producing stromal cells. 
At the next step, when a functional Igµ chain is produced and associated with the surrogate 
light chain (SLC) composed of ¯5 and VpreB and with the CD79a/CD79b signaling complex, 
the pre-B cell receptor (pre-BCR) is formed and expressed at the surface of pre-BII cells. At 
this stage, cells leave IL7 expressing stromal cells but no specific pre-BII cellular niche has 
yet been identified3.  
Expression of the pre-BCR represents a crucial checkpoint during B cell development as this 
receptor controls pre-BII cell development and the selection of the IgΚ repertoire4. The 
galectin-1 (GAL1) lectin and heparan sulfates (HS), produced by the BM microenvironment 
have been reported to bind to the pre-BCR5-7 and GAL1 was shown to promote pre-BCR 
clustering and signaling5. GAL1 binds to the SLC by a direct protein/protein interaction and 
to glycosylated integrins via the recognition of ۷-galactosides8. During co-culture between 
pre-BII and stromal cell lines, pre-BCRs, GAL1 and glycosylated integrins form complexes, 
which relocalize at the contact zone between the two cells. This immune “developmental 
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synapse” is accompanied by the initiation of intracellular tyrosine kinase activity and signal 
transduction from the pre-BCR5,8. More recently, using normal mouse pre-BII cells we 
demonstrated that pre-BCR clustering and activation also depend on specific contacts between 
stromal and pre-BII cells, involving pre-BCRs, GAL1, VLA4 and LFA1 integrin interactions. 
Finally, we showed that these interactions are required for the efficient differentiation and 
proliferation of normal pre-BII cells9. Altogether, our results highlighted the importance of 
specific contacts between pre-BII cells and the BM microenvironment in physiological 
conditions. 
Deregulation of pre-BCR signaling has been implicated in the development of pre-B acute 
lymphoblastic leukemias (pre-B ALLs)10. In addition, compelling evidences suggest that the 
reciprocal crosstalk between B-cell malignancies and stromal cells in the BM 
microenvironment favors disease progression by promoting malignant B cell growth11,12. This 
is indeed the case for acute B lymphoblastic leukemia (B-ALL), the most frequent pediatric 
malignancy, a disease which initiates and progresses in the BM. It was shown that direct 
contacts with stromal cells via ۷1 integrins are important for the survival of B ALL13 and that 
secreted factors like CXCL12 favor pre-B ALL engraftment in the BM14. Thus, in order to 
determine how the BM microenvironment can influence and sustain the development of early 
B-ALL, it is essential to characterize stromal cell niches in physiological conditions. 
 
In this study, we characterized GAL1 expressing stromal cells in normal mouse BM and 
demonstrated that these cells constitute a specific cellular niche for pre-BII cells. Moreover, 
we found that GAL1-expressing stromal cells correspond to a cell population distinct from 
IL7+ stromal cells, suggesting that developing B cells migrate from the IL7+ niche to the 
GAL1+ niche during their differentiation. 
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Methods 
 
Mice 
C57BL/6 mice were purchased from Charles River Laboratories, France. GAL1 deficient 
mice15 and actin-GFP transgenic mice16 were backcrossed to C57BL/6 background. Mice 
were housed under specific pathogen-free conditions and handled in accordance with 
European directives, with the approval of the Institutional Review Board of INSERM/CNRS. 
IL7cre Rosa26-eYFP mice17 were backcrossed to C57BL/6 background.  These mice were 
bred under specific pathogen-free conditions at the University of York with institutional 
ethics approval and under home office licence. For the generation of chimeras, C57BL/6 
actin-GFP mice were gamma irradiated with a single dose of 10Gy from a cesium source and 
were reconstituted during 8-10 weeks with 5 to 10x106 C57BL/6 BM cells. For hydroxyurea 
treatment, C57Bl/6 and C57BL/6 actin-GFP chimera (10-16 week-old) received 2 intra-
peritoneal injections of hydroxyurea (Merck Chemicals, Fontenay Sous Bois, France), each of 
1 mg/g of body weight and at the rate of 2 injections separated by 8 hours. 
 
Flow cytometry and cell sorting 
Sorting of pro-B/pre-BI and large pre-BII cells were performed on single BM cell 
suspensions, initially enriched for B cells using B220 microbeads and separated on the 
autoMACS™ Separator (Miltenyi Biotec, Paris, France), as described previously9. For BM 
stromal cell analysis, femur and tibia from C57BL/6 mice were flushed and incubated with 
100 U/ml collagenase IV and 10 U/ml DNaseI (Invitrogen, Cergy Pontoise, France) at 37°C 
during 15 minutes. BM stromal cells were enriched by negative selection using immuno-
magnetic anti-rat IgG Dynabeads® (Invitrogen) following manufacturer's recommendation. 
Depletion was performed using Abs against CD45 (H129-326 supernatant, a gift from M. 
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Pierres, CIML) and Ter-119 (BD Biosciences, Pont de Claix, France). Enrichment of BM 
stromal cells was also eventually performed by in vivo depletion of hematopoietic cells, using 
HU-treated mice with no adverse effect on the stromal cell sub-populations. In that case, BM 
cells were harvested 2 days after treatment. 
For flow cytometry experiments, single cell suspensions were stained using standard 
protocols using the Abs listed in Table S1. Dead cells were excluded by using either Sytox 
Blue or the Live/Dead Violet Dead Cell Stain Kit (Invitrogen). The anti-GAL1 antibody was 
conjugated to Alexa-Fluor® 488 or Alexa-Fluor® 647 using the monoclonal antibody labeling 
kit (Invitrogen). GAL1 was stained intracellularly using the BD Cytofix/Cytoperm™ 
Fixation/Permeabilization Solution Kit (BD Bioscience). For the BM stromal cell gating 
strategy, cells were considered as being not only CD45- but also Ter119-CD19-CD11c-CD117-
Gr1-, markers excluding the main hematopoietic sub-populations. In addition, we confirmed 
that other lineage markers like B220, NK1.1 or CD11b were not expressed in the stromal cell 
population (data not shown). 
For cell sorting experiments, BM stromal cells were defined as described above and were 
stained in addition with antibodies specific for CD54, CD31, CD106 and BP1. Three stromal 
cell sub-populations were sorted based on CD54 and CD31 expression (CD54+CD31-, 
CD54+CD31+ and CD54-CD31- cells). The CD54+CD31- sub-population was further refined 
into CD106+BP1+ and CD106-BP1- cells. FACS analysis was performed on a FACSLSRII 
and cell sorting on a FACSAria (BD Biosciences) apparatus. Data were analyzed with the 
DiVa (BD Biosciences) or FlowJow (Treestar, Ashland, OR) software. 
 
Cellular labeling and mice injection 
Pro-B/pre-BI and large pre-BII cells were stained with 4µM of PKH26 (Sigma-Aldrich, Lyon, 
France) during 4 min at RT as recommended. 2x105 to 2x106 labeled cells were transferred to 
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stroma-GFP mice by intravenous injection 48 hours after HU treatment. Mice were sacrificed 
15 hours after injection. 
 
Immunohistology 
Mice were sacrificed and hind limbs excised. Femurs and tibias were prepared by following 
two different protocols after fixation in 4% PFA. Firstly, bones were decalcified in PBS 20% 
EDTA for three to four weeks at 4°C. After 2 days in PBS 20% sucrose, bones were 
embedded in OCT (Tissue-Tek OCT Compound; Sakura Finetek, Villeneuve d'Ascq, France) 
and frozen at -80°C. Twenty-micrometer–thick sections were prepared and mounted on 
gelatin coated glass slides. In the second protocol, bones were dehydrated by three successive 
baths of sucrose (10, 20 and 30%, respectively), embedded in OCT and frozen at -80°C. 
Twenty-micrometer–thick sections were transferred to adhesive-coated slides with the 
CryoJane Tape-Transfer system according to the manufacturer’s protocol (Instrumedics Inc., 
Richmond, IL). Non decalcified sections (after fixation in acetone) or decalcified ones were 
incubated for 1 hour at RT with a blocking solution (PBS, 2% BSA, 1% Donkey serum, 1% 
FCS, 0.1% TritonX100, 0.05% Tween20). After washes, bone sections were incubated with 
primary Abs listed in Table S1 in a humidified chamber overnight at 4°C. The anti-GFP 
antibody used during the study was conjugated to Alexa-Fluor® 488 using the monoclonal 
antibody labeling kit (Invitrogen).  After several washes, slides were incubated with the 
corresponding secondary antibodies. They were finally mounted in Mowiol antifade reagent 
and analyzed by confocal microscopy on a LSM510 Meta (Carl Zeiss, Le Pecq, France) or on 
a Leica SP5X (Leica Microsystems, Nanterre, France). The ImageJ software was used for 
image analysis. 
 
Real-Time PCR 
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mRNA from sorted BM stromal cells was purified using an RNeasy plus microkit (Qiagen, 
Courtaboeuf, France). cDNA was generated using MessageBOOSTER cDNA Synthesis Kit 
(Epicentre Biotechnology, Madison, WI) according to the manufacturer instructions. 
Real-time PCR was performed with Power SYBR Green PCR Master Green (Applied 
Biosystems). Specific primers for RT-PCR quantification are listed in Table S2 and were 
designed using Primer Express software (Applied Biosystems, Courtaboeuf, France) and 
optimized for minimal primer dimer formation. Detection was performed using an ABI Prism 
7500 Fast PCR System (Applied Biosystems). All experiments were conducted in duplicates 
and expression levels for the target genes were calculated using the delta-delta-CT method 
and normalized to the relative quantity of HPRT expression in each sample. 
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Results 
 
Galectin-1 is expressed by bone marrow stromal cells 
It has been reported that while pro-B/pre-BI cells are in contact with IL7-expressing stromal 
cells, pre-BII cells move away from that cellular niche3. However, in that study, the authors 
did not determine the existence of a specific BM niche for pre-BII cells. As normal pre-BII 
cell development was improved upon GAL1-induced pre-BCR clustering and activation at the 
contact zone between stromal and pre-BII cells9, we investigated whether GAL1-expressing 
cells could represent a niche for pre-BII cells in vivo. 
We first determined by flow cytometry the cellular subpopulations that express GAL1 in the 
BM. As shown previously, none of the B cell subsets expressed GAL1 (9 and Figure 1A), 
neither was GAL1 expressed on (Ter119-CD19-B220-CD3-Gr1-CD117+) hematopoietic 
progenitors, (CD11bhiGr1hi) granulocytes, (CD3+NK1.1-) T cells or (Ter119+) erythrocytes 
(Figure 1 B-E). By contrast, GAL1 was expressed by (CD11bloGr1lo) immature myeloid cells, 
(NK1.1+CD3-) Natural Killer cells (NK), (NK1.1+CD3+) NK T cells, (B220+CD11c+) 
plasmacytoid dendritic cells, and (CD11c+CD11b+/-) dendritic cell subsets (Figure 1C-D, F-
G), representing about 12% of BM hematopoietic cells. We then focused on the analysis of 
non-hematopoietic CD45- BM stromal cells, which represent about 0.1% of total BM cells. 
These cells were enriched by depleting CD45+ and Ter119+ cells before analysis by flow 
cytometry, increasing their proportion up to 0.5-1% (Figure 1H). As expected, GAL1+ cells 
were detected, and represented 21.4 ± 7.2% of the CD45-Lin- stromal cells (n=5), i.e. 0.02% 
of the total BM cells. 
The FACS results were confirmed by immunohistofluorescence (IHF) performed on bone 
sections (Figure 2). Indeed, most of the GAL1+ cells were CD45+ hematopoietic cells, but two 
types of GAL1+CD45- cells were also identified: fibroblastic-shaped reticular cells 
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interspersed in the BM and cells lining the bone which correspond to osteoblasts, as we 
recently demonstrated for human BM18 (Figure 2A-C). In order to specifically visualize 
GAL1+ BM stromal cells, we generated chimeric mice using WT bone marrow cells to 
reconstitute irradiated actin promoter-GFP transgenic animals in which the fluorescent protein 
is expressed by all nucleated cells16. Animals were allowed to rest for a minimum of 8 weeks 
to ensure replacement of hematopoietic cells with non-fluorescent populations. Hereafter, 
these mice are called “stroma-GFP mice”. As shown in Figure 2D and E, a network of GFP+ 
stromal cells was clearly identifiable in bone section of stroma-GFP mice. As expected, 
although most hematopoietic and stromal cells do not express GAL1, small and round 
GAL1+GFP- hematopoietic cells and GAL1+GFP+ mesenchymal cells were clearly seen 
(Figure 2D-F). Among the latter population, osteoblasts lining the bones and stromal cells 
forming a reticular network within the BM were observed. GAL1 expressing stromal cells 
were morphologically heterogeneous, with either a cuboid or a fibroblast like shape (stars in 
Figure 2D). Importantly, the cuboid cells were not of myeloid origin, as GFP expression was 
not found by cytometry in the GAL1+ immature myeloid cell population (data not shown).  
Altogether, these results demonstrate the presence of GAL1+ stromal cells in the BM 
microenvironment of normal mice. 
 
Large pre-BII cells specifically contact stromal cells expressing GAL1 
The existence of GAL1-expressing BM stromal cells leads us to determine whether large pre-
BII cells, which express the pre-BCR, make specific contacts with such cells.  
Large pre-BII cells (CD19+IgM-CD23-CD25+) were purified as previously described9 and 
stained with the PKH26 dye. They were injected i.v. into stroma-GFP mice treated with 
hydroxy-urea (HU) to eliminate cycling BM cells. Fifteen hours after injection, labeled pre-
BII cells were shown to be present in the BM and not in lymphoid organs such as the lymph 
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nodes or the thymus (Figure S1). We determined that PKH26 labeling did not affect the 
phenotype of BM labeled pre-BII cells, as these cells maintain the expression of the CD25 
pre-BII specific marker (Figure S1). IHF analysis of BM sections revealed that 95% of 
PKH26+ large pre-BII cells were in contact with GFP+ mesenchymal cells and more precisely 
that 80% of them contacted GAL1+GFP+ stromal cells (Figure 3A and Table 1). The close 
contacts established by pre-BII cells with GAL1+GFP+ stromal cells were visualized by 
performing a 3D reconstruction of z stack images (Movie S1). Interestingly, most of the pre-
BII cells were in contact with cuboid GAL1 expressing stromal cells. These interactions are 
highly specific as GAL1+ stromal cells are approximately 600-fold less abundant in the BM 
than GAL1+ hematopoietic cells (0.02% vs. 12% of BM cells, respectively). Furthermore, pre-
BII cells were not found in contact with GAL1+ osteoblasts from mesenchymal origin, and 
only 11% of them were observed in contact with GAL1+ cells from hematopoietic origin (12 
cells among 112 analyzed), indicating that GAL1 expression was not sufficient to account for 
pre-BII cell homing in the BM. Finally, we observed that the large pre-BII cells in contact 
with GAL1+GFP+ stromal cells present more frequently a divided nucleus than pre-BII cells 
away from GAL1+ stromal cells (Figure 3B; 28% vs. 10%, respectively), suggesting that pre-
B/stromal cell contacts favor the development of large pre-BII cells. 
In order to determine if GAL1+ BM stromal cells constitute a stromal cell niche specific for 
large pre-BII cells, we performed the same experiment as above but using PKH26+ pro-B/pre-
BI cells injected to HU treated stroma-GFP mice. Once again, pro-B/pre-BI cells home 
specifically to the BM (Figure S1) and 85.7% of them were found in contact with GFP+ 
stromal cells (Figure 3C and Table 1). However, in contrast to large pre-BII cells, only 13% 
of pro-B/pre-BI cells formed contact with GAL1+GFP+ cells (Table 1).  
These results demonstrate that developing B cells are mainly in contact with BM stromal 
cells, large pre-BII cells being preferentially in contact with stromal cells expressing GAL1, 
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the pre-BCR ligand. Furthermore, the difference in stroma cell contacts between pro-B/pre-BI 
and pre-BII cells strongly suggests that these subpopulations require distinct stromal cell 
niches. 
 
IL7 and GAL1 are expressed by distinct BM stromal cell subpopulations 
Although human and mouse mesenchymal stem cells have been largely studied19,20, little is 
known about the heterogeneity of the BM stroma and about the mesenchymal cells implicated 
in B cell differentiation. In order to characterize the pro-B/pre-BI and pre-BII cellular niches 
without performing in vitro stromal cell cultures that could modify the initial phenotype, a 
multiparametric flow cytometry analysis was performed directly on non-hematopoietic BM 
cells. Briefly, CD45-CD117-Ter119-CD19-Gr1-CD11c- BM stromal cells were analyzed for 
cell surface markers implicated in pre-BCR clustering (GAL1, CD54; 5,8,9), expressed by the 
pro-B/pre-BI cellular niche (IL7, CD106; 3), by mesenchymal stem cells (PDGFRα; 20) and 
by peripheral stromal cells or endothelial cells (PDGFRα, BP1, CD31, Tie-2, CD34; 21). 
Among the GAL1+ stromal cells (Figure 1H and Figure 4A), two different sub-populations 
were identified on the basis of CD31 expression. The main population expressed CD31 (84.8 
± 15.2%) and the minor population was negative for CD31 (9.2 ± 5.9%). Both populations 
were positive for CD54 and negative for PDGFRα, CD106 and BP1. As CD31 is considered 
to be an endothelial cell marker, we checked whether GAL1+CD31+ cells express other 
characteristic endothelial cell markers, as Tie-2 and CD34 21. Interestingly, none of these 
markers were expressed by GAL1+ stromal cells (Figure S2). As expected, endothelial cells, 
which were occasionally detected in the BM stromal cell suspension, were 
CD31hiTie2+CD34+ and did not express GAL1 (Figure S2). Finally, similarly to the GAL1+ 
stromal cells, CD54 is also expressed by GAL1- cells (Figure 4A). However, in contrast to 
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GAL1+ cells, CD54+GAL1- cells expressed PDGFRα, CD106 and BP1 but were negative for 
CD31. 
As pre-BII cells were found in contact with GAL1+ stromal cells (Figure 3) and were not 
located near IL7+ stromal cells3, we checked whether GAL1+ and IL7+ cells correspond to 2 
distinct stromal cell populations. For this purpose, we used the IL7cre-Rosa26-eYFP reporter 
mice, generated by Repass et al.17. Briefly, these mice are transgenic for a bacterial artificial 
chromosome (BAC) in which IL-7 regulatory elements drive expression of the Cre 
recombinase, and are backcrossed with the Rosa26-eYFP reporter mice, so that cells which 
have expressed IL7 become EYFP positive. When BM stromal cells of IL7-reporter mice 
were analyzed, 1.8 ± 1% of the cells (n=4) expressed EYFP (Figure 4B). A detailed 
phenotypic analysis revealed that these cells expressed CD54, CD106, PDGFRα and BP1 but 
were negative for CD31 expression (Figure 4B). This result demonstrates that IL7+ stromal 
cells are included within the GAL1-CD54+ population, described in Figure 4A. Thus, based 
on the differential expression of PDGFRα, CD106 and BP1, IL7+ stromal cells are distinct 
from that of GAL1+ sub-populations. 
This conclusion was confirmed by checking GAL1 and IL7 expression by real time PCR 
performed on stromal cell sub-populations isolated from WT BM using a combination of 
CD54, CD31, CD106 and BP1 markers (Figure 4C and D). Real time PCR indicated that 
GAL1 mRNA was expressed by CD31+CD54+ and by CD54+CD31- cells and that IL7, but 
also CXCL12, were expressed exclusively by CD54+CD31- cells (Figure 4C). The separation 
of CD54+CD31- cells into CD106+BP1+ and CD106-BP1- subpopulations allowed us to 
determine that the IL7 mRNA was present in the CD106+BP1+ cell fraction whereas CD106-
BP1- cells expressed GAL1 (Figure 4D), in accordance with the phenotypic characterization.  
Finally, detection of IL7+ stromal cells was performed by IHF on bone sections of IL7-
reporter mice. As shown in Figure 5A, reticular IL7+ cells were scattered in the BM and did 
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not express GAL1. Moreover, they exhibit a characteristic spindle shape with extended 
processes (Figure 5B), in contrast with GAL1+ stromal cells (Figures 2 and 3). 
Altogether, these results show that the BM microenvironment is composed of several stromal 
cell subpopulations including at least two GAL1-expressing subsets. Moreover, IL7 and 
GAL1 expression in stromal cells was mutually exclusive, consistent with the existence of 
distinct stromal cell niches specific for pro-B/pre-BI and pre-BII cells, respectively. 
 
Stage specific niches are differentially localized in the BM microenvironment 
As we determined that the BM stroma is composed of distinct cellular subpopulations, we 
wondered how these cells were spatially arranged. By using IHF on bone sections of stroma-
GFP mice we found that the stromal network was closely associated with a framework of 
collagen IV fibers (Figure 6A and Movie S2). GFP+ stromal cells were either entangled in 
dense collagen structures or spread-out on thin collagen fibers. Both IL7+ and GAL1+ stromal 
cells were found associated with this lattice (Figure 6 B and C). IL7+ cells, in opposition to 
GAL1+ cells, were often located contiguous to the dense fiber structures that suggested 
vessels. Indeed, pan-laminin staining, which identified vessels, confirmed that the majority of 
IL7+ reticular cells were in close contact with the vasculature (Figure 6D; 65%, 72 cells 
among 111 counted). By contrast, GAL1+ stromal cells are more dispersed within the BM, 
with only 3% of the cells in contact with vessels (Figure 6E; 2 cells among 59 counted). 
Therefore, IL7+ and GAL1+ stromal cell subpopulations constitute two distinct cellular niches 
scattered throughout the BM but located in specific regions, differentiated with respect to 
their position toward the vasculature. 
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Discussion 
 
In a previous study we investigated the formation of the pre-B/stromal cell synapse in the case 
of normal pre-BII cells expressing physiological levels of the pre-BCR9. We demonstrated 
that pre-BCR/GAL1/integrin interactions are required, in vivo, for the efficient proliferation 
and differentiation of pre-BII cells. These results highlight the role played by the stromal cell-
derived GAL1 for the development of normal pre-BII cells and suggest the existence of pre-
BII specific stromal cell niches in normal bone marrow. 
Little is known about the heterogeneity of BM stromal cells supporting hematopoietic and 
early B cell differentiation. Very few subpopulations of mesenchymal stromal cells have been 
identified in situ. Mesenchymal stem cells, with a potential to differentiate into stromal cells, 
osteoblasts and adipocytes have been characterized in the CD45-Lin- BM cell population. 
They express PDGFRα and Sca-1 and produce low levels of CXCL1220. CD106+CXCL12+ 
and CD106+IL7+ reticular cells have also been characterized as niches for hematopoietic 
progenitors and for pro-B/pre-BI cells, respectively, leading to the notion of “stage-specific” 
niches 3. In the same report, the authors showed that cells differentiating into pre-B cells, 
identified as expressing B220 and IL7R, leave IL7-expressing cells. In this study we showed 
the existence of a new stromal cell sub-population, expressing GAL1, which forms specific 
contacts with normal pre-BII cells. 
Expression of GAL1 in the BM was detected in various sub-types of hematopoietic cells and 
in non-hematopoietic cells, as osteoblasts and reticular cells. The GAL1+ stromal reticular 
network was shown to be the localization site of pre-BII cells, as 80% of pre-BII cells were 
found in close contact with it (Table 1). By contrast, no pre-BII cells were detected near 
GAL1+ osteoblasts and only 11% of them were in the vicinity of GAL1+ hematopoietic cells, 
such as immature myeloid cells, showing that GAL1 was not the only prerequisite in the niche 
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permitting pre-BII cell differentiation signals. In accordance with this observation, we found 
that GAL1+ stromal cells expressed CD54, which was implicated (together with its LFA1 
ligand) in the formation of the pre-B/stromal cell synapse in the presence of GAL19. 
Moreover, as previously highlighted8, pre-B cell integrins bound to their stroma cell ligands 
drive pre-BCR and GAL1 at the pre-B/stromal cell interface and inhibition of GAL1-integrin 
interactions by lactose treatment prevents pre-BCR relocalization, without affecting integrin 
movements. Therefore, GAL1 and pre-BCRs are not required to account for pre-BII cell 
localization in the BM, whereas integrins are essential. Finally, even if GAL1 was also 
considered to be an autoantigen for the polyreactive pre-BCR22,23, our study demonstrates that 
normal pre-BII cells require specific contacts with specialized BM stromal cells expressing 
GAL1. The fact that pre-BII but not pro-B/pre-BI cells are in close contact with GAL1+ 
stromal cells (80% of contacts vs. 13%) highlights the specificity of this niche for the pre-BII 
cell stage. 
Recently, both the N46 glycosylation site of the Igµ chain and the unique region of λ5 were 
shown to be specifically required for pre-BCR expression at the cell surface and autonomous 
signaling. The authors proposed that these interactions put the SLC into position for trans-
association with adjacent Igµ chains, leading to pre-BCR tonic signaling24. On the other hand, 
we demonstrated that the binding between GAL1 and the unique region of λ5 was involved in 
ligand-induced pre-BCR signaling, improving pre-BII cell proliferation and 
differentiation5,8,9. Thus, it remains to be determined if the autonomous and the GAL1-
induced pre-BCR signaling act in synergy or whether these events take place successively, 
GAL1 disrupting the N46 Igµ/SLC interaction. 
During the course of this study, we identified 2 sub-populations of GAL1+ stromal cells on 
the basis of CD31 expression, the majority being CD31+. All the GAL1+ cells express CD54 
and are negative for PDGFRα, CD106 and BP1 (Figure 4) or for Sca-1 and Nestin20,25, two 
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MSC markers (data not shown). Although most of the GAL1+ stromal cells express CD31, the 
absence of CD34 and Tie2 on their surface and histological observations indicate that they do 
not correspond to endothelial cells. However, because of the low level of CD31 expression 
compared to endothelial cells (Figure S2), the available antibodies did not allow CD31 
detection on stromal cells by IHF. As a consequence, we could not yet determine which of the 
CD31+GAL1+ or the CD31-GAL1+ cell population corresponds to the pre-BII cell niche. 
Nonetheless, pre-BII cells we preferentially observed in contact with the cuboid- and not the 
spindle-shaped GAL1+ stromal cells. 
By various techniques, the GAL1+ niche was shown to be independent of the IL7+ niche 
specific for the pro-B/pre-BI stage of B cell differentiation3. IL7+ cells were 
CD54+PDGFRα+CD106+BP1+CD31- and did not express GAL1 mRNA. In accordance with 
Tokoyoda et al., expression of the CXCL12 and IL7 transcripts were found in the CD106+ 
stromal cell sub-population3. Finally, IL7-GFP+ stromal cells do not express GAL1 and are 
spindle-shaped reticular cells, whereas GAL1+ stromal cells are morphologically more 
heterogeneous. The fact that GFP expression in the IL7-GFP reporter mice is maintained 
indefinitely once acquired, and that GFP+ cells never coexpress GAL1, indicates that GAL1+ 
cells are not derived from IL7+ cells but that these populations constitute two separate stromal 
cell lineages. 
During this study, the IL7 and GAL1 expressing stromal cells were also shown to be located 
in distinct areas of the BM, the former being closely associated with the vasculature and the 
latter being at a distance from these regions (Figure 6). Similarly, the localization of CXCL12 
secreting cells, which support HSC and multipotent progenitors, is not random, since they are 
specifically found close to the endosteum and to the vasculature26. These data are consistent 
with the idea that bone marrow stroma constitutes an organized environment allowing the 
establishment of specialized supportive niches with an ordered distribution of cells throughout 
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the BM to create gradients of nutrients and soluble factors. Indeed, Paige and colleagues 
showed that signals from the IL7 receptor synergize with pre-BCR signals but that pre-BII 
cells require a lower concentration of IL7 than pro-B/pre-BI cells to proliferate27,28. Therefore, 
the distance between the stromal cells producing IL7 and those expressing GAL1 allows the 
formation of an IL7 gradient. In addition, it has been demonstrated more recently that the 
most potent HSC are located in regions of the BM with negligible blood perfusion like the 
endosteum, while the cycling HSC engaged in differentiation are in more perfused locations, 
close to the vasculature29. 
Our results extend to pre-BII cells, the notion of “stage-specific” niches that has emerged in 
the literature, adding a new step on the migratory route of B cell development. As 
schematized in Figure 7, HSC move from a CXCL12+ niche near the endosteum toward a 
CXCL12+ niche close to the vasculature while differentiating into pre-pro-B cells26,29. Then, 
the cells reach the proximal IL7+ niche in the perivascular region, entering the pro-B/pre-BI 
stage where IgH gene rearrangements are initiated. Next, cells expressing a functional Igµ 
chain leave the vasculature to enter deeper into the BM, close to GAL1+ stromal cells, 
allowing the efficient development of pre-BCR expressing pre-BII cells. 
The distance between the different niches implies an active migration of the differentiating B 
cells. The attraction toward a particular niche is certainly performed by chemokines, but this 
aspect has been poorly studied. For human B cells it was reported that CXCL12 attracts both 
pro-B/pre-BI and pre-BII cells and that CCR7 ligands allow the specific migration of pre-BII 
cells 30. Modulation of adhesion molecules may also be implicated in the retention/release of 
B cells into/from their specific niche. Indeed, the LFA-1 integrin, which binds CD54 is highly 
expressed in pro-B/pre-BI cells, down modulated in pre-BCR+ large pre-BII cells and 
extinguished in small pre-BII cells (SJCM, unpublished results). In contrast, CD2 (LFA-2) is 
up-regulated upon pre-BCR activation, from the pre-BII stage onwards31. Therefore, the 
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contact between large pre-BII cells and the GAL1+ stromal cell niche is likely due to a 
particular combination of various adhesion molecules, differentially expressed between 
niches. This redundancy is supported by the observation that neither LFA132 nor CD5433 
deficiencies impede B lymphopoiesis in mice. 
Understanding the heterogeneity and organization of stromal cells in normal BM appears to 
be a prerequisite to address the role of the stromal microenvironment in pathological 
situations. Indeed, the BM stroma was shown to sustain survival and progression of tumor B 
cells 11,12. In mice deficient for Blnk or for both Blnk and Btk, key components of the pre-
BCR signaling pathway, pre-BII cell leukemia expressing high levels of pre-BCR at the cell 
surface develop with time 10,34,35. In these cases, we may speculate that GAL1+ stromal cell 
niches participate in leukemogenesis by enhancing pre-BCR cross-linking and thus leukemic 
cell proliferation and progression9. Finally, it was reported that resistance to anti-cancer 
treatments could be due to the presence of residual tumor cells receiving survival signals from 
protective niches36. As a consequence, understanding the inter-relationship between the BM 
stroma and tumor B cells is also a major challenge for the development of new anti-cancer 
therapies. 
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Table 1: Interactions of pro-B/pre-BI and large pre-BII cells with BM stromal cells 
 
 
B cell subset 
Contact with  
GFP+ stromal cells 
Contact with  
GFP+GAL1+ stromal cells 
Pro-B/Pre-BI 60/70 (85.7%) 9/70 (12.9%) 
Large pre-BII 106/112 (94.6%) 90/112 (80.3%) 
 
The number and the percentage (%) of PKH26+ B cells localized in contact with 
GFP+ and with GFP+GAL1+ stromal cells were determined on BM sections (see 
Figure 3). The presence or the absence of contacts between PKH26 labeled B cells 
and GAL1+GFP+ stromal cells was confirmed by analyzing 10µm-thick z sections 
by confocal microscopy. 
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Figure legends 
Figure 1 
GAL1 expression in bone marrow cells. Different BM sub-populations were analyzed for 
intracellular expression of GAL1 by flow cytometry. GAL1 intracellular staining in C57Bl/6 
mice (unshaded) was compared to GAL1-/- mice as a negative control (shaded). The gating 
strategy is shown in the figure and the cellular subsets were defined as follows: (A) Pro-
B/pre-B (CD19+B220+IgM-IgD-), immature B  (CD19+B220+IgM+IgD-), and recirculating B 
cells (CD19+B220+IgM+IgD+); (B) CD117+ hematopoietic progenitors (Ter119-CD19-B220-
CD3-Gr1-CD117+); (C) Immature myeloid cells (CD11b+Gr1+), granulocytes (CD11bhiGr1hi); 
(D) NK (NK1.1+CD3-), NKT (NK1.1+CD3+) and T cells (NK1.1-CD3+); (E) Erythrocytes 
(Ter119+); (F) Plasmacytoid dendritic cells (CD11c+B220+); (G) Lymphoid DC 
(CD11c+CD11b-) and myeloid DC  (CD11c+CD11b+); (H) BM stromal cells (CD45-Lin-). The 
lineage (Lin) staining corresponds to a mix of Ter119, CD19, CD11c, CD117 and Gr1. 
 
Figure 2 
GAL1 is expressed by bone marrow stromal cells. (A) BM sections of wild type mice were 
stained with anti-GAL1, anti-CD45 and Sytox Blue (nuclei) (40X magnification). Scale bar: 
10 µm. (B-C) 63X magnification of representative regions of BM sections stained as in (A). 
Hematopoietic cells (arrow), reticular cells (arrow head) and osteoblasts (ob) expressing 
GAL1 are designated. Scale bar: 20 µm. (D) BM sections of stroma-GFP mice were stained 
with anti-GFP and anti-GAL1 antibodies (40X magnification). Characteristic cuboid or 
fibroblatic like GAL1+ stromal cells (*) are indicated. Scale bar: 10 µm. Hatches boxes 
identify the areas magnified in lower panels, GAL1+ (E) and GAL1- (F) stromal cells are 
shown. Scale bar: 20 µm. 
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Figure 3 
Large pre-BII but not pro-B/pre-BI cells are found in close contact with GAL1 
expressing stromal cells. Large pre-B II cells (A and B) and pro-B/pre-BI cells (C) were 
purified from the BM of C57Bl/6 mice by flow cytometry and stained with PKH26. Labeled 
cells were then injected i.v. in stroma-GFP mice treated with HU. Mice were sacrificed 15 
hours after injection. BM sections were stained with anti-GAL1, anti-GFP antibodies, and 
Sytox Blue (nuclei) as indicated. The presence or the absence of contacts between PKH26 
labeled B cells and GAL1+GFP+ stromal cells were determined by analyzing 10µm-thick z 
sections by confocal microscopy (63x/1.4 NA oil objectives). Scale bar: 10 µm. Confocal 
images are representative of three (A and B) and two (C) independent experiments. Cell 
counts are presented in Table 1. 
 
Figure 4 
GAL1 and IL7 expressing stromal cells are distinct populations. (A) BM stromal cells 
from C57Bl/6 mice (n=5) were analyzed by flow cytometry as described in Figure 1H and 
were further characterized using antibodies specific for CD54, CD31, PDGFRa, CD106 and 
BP1. The analysis of the stromal cells was performed on the GAL1+ and GAL1- cell 
populations. The gating strategy is shown in the figure. (B) CD45-Lin- stromal cells from IL7-
GFP reporter mice (n=4) were analyzed by flow cytometry as described in (A). The 
phenotypic analysis was performed on the GFP+ population. (C and D) BM stromal cells from 
C57Bl/6 mice were defined as shown in Figure 1H and were sorted by flow cytometry using 
in addition antibodies specific for CD54, CD31, CD106 and BP1. (C) mRNA was prepared 
from the CD54+CD31- (population 1), CD54+CD31+ (population 2) and CD54-CD31- 
(population 3) stromal cells (left panel). RT-PCR was performed using primers specific for 
GAL1, IL7 and CXCL12 (right panel). (D) The CD54+CD31- population was further refined 
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by cell sorting using anti-BP1 and anti-CD106 antibodies in two sub-populations: 
CD106+BP1+ (population 4) and CD106-BP1- (population 5). The RT-PCR was performed 
using primers specific for GAL1, IL7 and CXCL12 (right panel). The results of RT-PCR are 
representative of 3 independent experiments. 
 
Figure 5 
IL7+ and GAL1+ stromal cells constitute distinct stromal cell populations. BM sections of 
IL7-GFP reporter mice were stained with anti-GAL1, anti-GFP antibodies, and Sytox Blue 
(nuclei) as indicated and analyzed by confocal microscopy. (A) GFP+ IL7-expressing stromal 
cells and GAL1+ cells are scattered in the BM (40X magnification). Scale bar: 50 µm. (B) 
Representative IL7+ spindle-shaped stromal cell (63X magnification). Scale bar: 10 µm. 
 
Figure 6 
IL7+ and GAL1+ stromal cells are localized in distinct regions of the bone marrow. BM 
sections were stained to determine the organization of the whole stroma and of IL7+ and 
GAL1+ stromal cells compared to the extracellular matrix (A-C) and the vasculature (D-E). 
Representative BM sections are shown. (A) Staining of BM sections of stroma-GFP mice 
with anti-GFP and anti-collagen IV antibodies (40X magnification). A magnification of the 
region in the dotted square of the left panel is shown in the right panels. (B) Staining of BM 
sections of IL7-GFP reporter mice with anti-GFP and anti-collagen IV antibodies. (C) 
Staining of BM sections of stroma-GFP mice with anti-GFP, anti-GAL1 and anti-collagen IV 
antibodies. (D) Staining of BM sections of IL7-GFP reporter mice with anti-GFP, anti-
Laminin antibodies and Sytox Blue (nuclei). A magnification of the region in the dotted 
square of the left panel is shown in the right panels.  (E) Staining of BM sections of stroma-
GFP mice with anti-GFP, anti-GAL1, anti-Laminin antibodies and Sytox Blue (nuclei). A 
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magnification of the region in the dotted square of the left panel is shown in the right panels. 
Scale bar: 50 µm, except for (B) and (C), Scale bar: 10 µm. 
 
Figure 7. 
Stage-specific niches of early B cell development. Hematopoietic stem cells (HSC) move 
from an endosteal CXCL12+ cellular niche toward a vascular CXCL12+ niche while 
differentiating into pre-pro-B cells. At the next step, cells reach the proximal IL7+ niche in the 
perivascular region, entering the pro-B/pre-BI stage. Finally, at the pre-BCR+ pre-BII stage, 
cells leave the vasculature to enter deeper into the bone marrow, close to galectin-1+ (GAL1+) 
stromal cells. 
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Supplemental data legend 
 
Table S1: Antibodies and reagents used for flow cytometry and confocal microscopy 
 
Table S2: Oligonucleotides used for RT-PCR experiments 
 
Figure S1. 
Injected pro-B/pre-BI and large pre-BII cells specifically home to the BM. 105 of sorted 
pro-B/pre-BI and 5x105 of sorted large pre-BII cells were labeled with PKH26 and injected 
i.v. to stroma-GFP mice. Animals were sacrificed 15 hours later and the presence of PKH26+ 
cells was analyzed in the inguinal lymph nodes, in the thymus and in the bone marrow by 
flow cytometry. The phenotype of PKH26+ cells was determined using antibodies specific for 
CD19, CD25, Igκ and CD23. The injected pro-B/pre-BI and large pre-BII cells were 
PKH26+CD19+CD25-Igκ-CD23- and PKH26+CD19+CD25+Igκ-CD23-, respectively. 
 
Figure S2. 
CD31+GAL1+ cells do not express Tie2 or CD34 endothelial markers. BM cells from 
C57Bl/6 mice were enriched for CD45-Ter119- cells and analyzed by flow cytometry using 
antibodies specific for CD45.2, Lin (Ter119, CD19, Gr1 and CD11c), CD117, GAL1, CD31, 
Tie2 and CD34. Stromal cells were defined as being CD45.2-Lin-CD117-. Endothelial cells 
that are CD31hiTie2+CD34+ do not express GAL1, while GAL1 expressing stromal cells were 
CD31+Tie2-CD34-. The CD31 mean fluorescence intensity (MFI) is indicated in the figure for 
both populations. 
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Movie S1. 
Contact between PKH26 labeled pre-BII cell and GAL1+ stromal cell. PKH26 labeled 
pre-BII cell were transferred into a stroma-GFP mice as described in supplemental data 1. A 
10 µm-thick bone section of an injected chimera, stained for GFP (green) and GAL1 (blue), is 
shown in 3D. The labeled pre-BII cell (red) was visualized in close contact with GAL1+ 
stromal cell (arrow).  
  
Movie S2. 
Stromal cells are spread-out on a dense matrix network. Collagen IV-staining of a 20 µm-
thick bone section of stroma-GFP mouse (the same as in figure 6A) is presented in 3D. 
Stromal cells (green) are associated with the collagen IV network (red). 
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Table S1: Antibodies and reagents used for flow cytometry and confocal microscopy 
 
 
Source Reactivity Clone Conjugate Supplier 
Hamster mAb CD3 145-2C11 FITC eBioscience 
Rat mAb CD11b M1/70 PE eBioscience 
Hamster mAb CD11c N418 PE-Cy5 Biolegend 
Rat mAb CD19 1D3 FITC 
PE-Cy5 
BD Biosciences 
eBioscience 
Rat mAb CD31 390 PE-Cy7 eBioscience 
Rat mAb CD45 H129-326-2-5 purified M. Pierres, CIML 
Mouse mAb CD45.2 104 PE-Cy5.5/Biotin eBioscience 
Rat mAb CD45R RA3-6B2 FITC 
APC-Cy7/Pacific 
Blue 
eBioscience 
BD Biosciences 
 
Hamster mAb CD54 3E2 PE BD Biosciences 
Rat mAb CD106 429 Alexa 647/biotin eBioscience 
Rat mAb CD117 2B8 PE-Cy5 
APC-Alexa 750 eBioscience 
Rabbit pAb Collagen IV  Purified Abcam 
Rat mAb GAL1 201002 Purified R&D Biosystems 
Rat mAb GFP 14H12-7 Purified M. Pierres, CIML 
Rat mAb Gr1 RB6-8C5 FITC 
PE-Cy5 
BD Biosciences 
eBioscience 
Rat mAb IgD 11-26c eFluor 450 eBioscience 
Rat mAb IgM II/41 PE-Cy5.5 eBioscience 
Rabbit pAb Laminin  Purified Sigma-Aldrich 
Rat mAb Ly-51 BP1 PE / Biotin BD Biosciences 
Mouse mAb NK1.1 PK136 APC BD Biosciences 
Rat mAb PDGFRα APA5 APC eBioscience 
Rat mAb Ter119 Ter119 FITC/PE-Cy5 
PE-Cy7 
eBioscience 
BD Biosciences 
Goat pAb Rat IgG (H+L)  Alexa 488 
Alexa 546 
Alexa 555 
Invitrogen 
Goat pAb Rabbit IgG (H+L)  Alexa 546 Invitrogen 
 Streptavidin  PE-Cy5.5 
APC-Cy7 eBioscience 
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Table S2: Oligonucleotides used for RT-PCR experiments 
 
Gene name Primer sequences 5’  3’ 
HPRT Forward: GGCCCTCTGTGTGCTCAAG 
Reverse: CTGATAAAATCTACAGTCATAGGAATGGA 
IL7 Forward: GGCACACAAACACTGGTGAACT 
Reverse: TGCATCATTCTTTTTCTGTTCCTT 
CXCL12 Forward: GAGCCAACGTCAAGCATCTG 
Reverse: CGGGTCAATGCACACTTGT 
Galectin-1 Forward: CCTGGTCCATCTTCACTTCCAT 
Reverse: CTTTGGCCTGGAAAGCACAA 
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L’objectif de mon travail de thèse a été de caractériser l’importance du microenvironnement 
stromal médullaire pour la différenciation précoce des lymphocytes B.  
Dans la première partie de ce travail, nous avons montré que la gal1 est directement impliquée 
dans la relocalisation du pré-BCR, dans l’activation des voies de signalisation en aval, et par la suite 
dans la prolifération et la différenciation des cellules pré-BII à la fois in vitro et in vivo. Ces résultats 
ont confirmé l’existence d’un ligand pour le pré-BCR et ont démontré, pour la première fois, 
l’importance du microenvironnement stromal médullaire in vivo au stade des cellules pré-BII.                                                                                                 
Par la suite, nous nous sommes attachés à déterminer l’importance de la gal2 pour la relocalisation du 
pré-BCR. Il avait déjà été montré au laboratoire que la gal2 est capable d’interagir avec la SLC de la 
même façon que la gal1, c'est-à-dire par une interaction de type protéine/protéine. Cependant, 
l’absence d’anticorps fonctionnel contre la gal2 ne nous a pas permis de conclure quant à son 
implication pour la relocalisation du pré-BCR.  
Les résultats de la première partie nous ont ensuite amenés à étudier les importances relatives 
de l’activation induite par un ligand et de l’activation constitutive du pré-BCR sur la différenciation B 
précoce selon la quantité de pré-BCR exprimé à la surface. Nous avons montré que le signal tonique 
induit la différenciation vers les cellules B immatures quelle que soit la quantité de pré-BCR exprimé à 
la surface. Cependant, la prolifération des grosses cellules pré-BII est peu efficace lorsqu’elle est due 
au signal tonique seul, et nécessite l’ajout du signal induit par la gal1. Enfin, les cellules stromales 
favorisent particulièrement la prolifération et la différenciation des cellules pré-B dont l’expression du 
pré-BCR de surface est forte. 
La dernière partie de mon travail de thèse a porté sur la caractérisation des cellules stromales 
de la moelle osseuse, et en particulier celles exprimant CXCL12, l’IL7 et la gal1, nécessaires à la 
différenciation précoce des cellules B. Cela nous a permis de mettre en évidence l’existence d’une 
niche spécifique pour les cellules pré-BII in vivo, différente des niches des cellules CXCL12 et IL7, 
spécifiques des cellules pro-B et pré-BI respectivement. 
 
 
Ces résultats amènent plusieurs éléments de discussion. Tout d’abord, nous décrirons 
différents modèles d’activation possibles pour le pré-BCR, afin d’inclure nos résultats aux données 
déjà existantes de la littérature. Ensuite, nous aborderons les relations entre les précurseurs B et les 
cellules du microenvironnement de la moelle osseuse, principalement au niveau de la niche des 
cellules pré-BII. 
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I/ INFLUENCES RELATIVES DE L’ACTIVATION CONSTITUTIVE DU PRE-BCR ET  
DE L’ACTIVATION INDUITE PAR UN LIGAND POUR LA DIFFERENCIATION B PRECOCE 
 
Le mode d’activation du pré-BCR est sujet à discussion. Plusieurs études in vitro ont montré 
que l’activation constitutive du pré-BCR est suffisante pour induire l’activation des voies de 
signalisation en aval du pré-BCR, et en particulier l’ouverture des canaux calciques dans la cellule 
(Meixlsperger, Köhler et al., 2007 ; Ubelhart, Bach et al., 2010). Cependant, l’ouverture des canaux 
calciques ne permet d’étudier qu’une partie des fonctions effectrices du pré-BCR, qui est celle 
concernant le réarrangement des gènes des chaînes IgL. D’autre part, notre laboratoire a mis en 
évidence l’importance de la formation d’une « synapse immunologique » entre les cellules pré-BII et 
les cellules stromales pour induire l’activation du pré-BCR, la prolifération et la différenciation des 
cellules pré-BII. En effet, le blocage de la relocalisation du pré-BCR entraîne une diminution de la 
signalisation en aval du pré-BCR (Gauthier, Rossi et al., 2002) et le blocage partiel de la 
différenciation (Article 1 : Espeli, Mancini et al., 2009). De plus, l’étude des rôles respectifs de 
l’activation constitutive du pré-BCR et induite par un ligand a montré que, bien que l’activation 
induite du pré-BCR ne soit pas absolument nécessaire pour la différenciation et la prolifération des 
cellules pré-B, elle permet d’améliorer leur efficacité (Partie 2 des résultats). 
Ainsi, il apparaît que les deux mécanismes d’activation du pré-BCR, constitutif, ou induit par 
la gal1 coexistent et ont chacun une importance pour les cellules pré-BII. Plusieurs modèles 
d’activation du pré-BCR peuvent permettre d’intégrer les deux voies d’activation et sont décrits ci-
dessous. 
 
1/ 1er modèle : Addition des activations constitutive et induite par la gal1 
 
Dans un premier modèle d’activation du pré-BCR, les signaux constitutifs et induits par la 
gal1 s’additionnent afin de dépasser un signal « seuil » d’activation et de déclencher l’activation de 
l’ensemble des fonctions effectrices du pré-BCR, c'est-à-dire à la fois des voies de prolifération et de 
différenciation des cellules pré-BII. Le rôle de la gal1 serait de s’ajouter au signal constitutif du pré-
BCR, afin d’augmenter l’intensité de la signalisation en aval du pré-BCR, et de rendre plus efficace la 
poursuite du développement des cellules pré-BII. 
 
Ce modèle s’appuie sur les études de différenciation in vitro et sans les cellules stromales, qui 
démontrent l’importance de l’activation constitutive du pré-BCR (Guo, Kato et al., 2000 ; Ohnishi & 
Melchers, 2003). En effet, toutes ces expériences aboutissent à la prolifération puis à la différenciation 
des cellules pré-B vers les cellules B immatures. Ainsi, l’activation constitutive seule serait suffisante 
pour induire les voies de signalisation en aval du pré-BCR. Cependant, dans ces études, les cellules 
pré-B utilisées sont des lignées, dont l’expression du pré-BCR de surface est forte et homogène. A 
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l’inverse, en physiologie, l’expression du pré-BCR est variable suivant les cellules pré-BII analysées, 
et est généralement faible. De plus, des expériences ont montré que l’intensité de la signalisation en 
aval du pré-BCR puis la capacité de prolifération des cellules pré-BII et leur différenciation vers les 
cellules B immature sont corrélées avec la quantité d’expression du pré-BCR de surface au moment de 
son activation (Kawano, Yoshikawa et al., 2007). Enfin, nous avons observé que, bien que la 
prolifération et la différenciation aient lieu dans les cultures in vitro sans stroma, les deux phénomènes 
sont améliorés lorsque les cellules stromales sont ajoutées dans les cultures, et particulièrement 
lorsque les cellules expriment fortement le pré-BCR de surface. 
 
Sur la base de ces observations, il serait possible que, lorsque le pré-BCR est fortement 
exprimé à la surface cellulaire, son activation constitutive soit suffisante pour permettre la 
prolifération et la différenciation efficace des cellules B. Cependant, les signaux en aval du pré-BCR, 
en particulier la phosphorylation des protéines CD79a/b, ne seraient pas saturés par le signal tonique. 
L’ajout du signal induit par la gal1 augmenterait alors l’intensité de la signalisation. A l’inverse, 
lorsque le pré-BCR est faiblement exprimé à la surface cellulaire, l’activation constitutive active 
faiblement les voies de signalisation. La gal1 pourrait améliorer l’efficacité de l’agrégation des pré-
BCR de surface, et, en conséquence sélectionnerait davantage de chaînes IgH afin de favoriser la 
diversité du répertoire immunitaire. Cependant, lorsque nous avons utilisé le vecteur µHLow dans les 
cultures in vitro, l’activation induite par la gal1 n’a pas permis de diminuer suffisamment le seuil 
d’activation du pré-BCR, et n’a pas été suffisante pour faire différencier davantage les cellules que 
lors des cultures sans stroma. Nous avons observé que l’expression de surface apportée par le vecteur 
µHLow est 6 fois inférieure à celle apportée par le vecteur µHHigh (Partie 2 des résultats). Il se 
pourrait que dans ce cas, le signal après l’activation induite soit toujours trop faible pour activer 
efficacement les voies de signalisation en aval du pré-BCR.  
 
Il faudrait par la suite refaire les mêmes expériences avec un vecteur µH permettant une 
expression du pré-BCR intermédiaire entre µHHigh et µHLow pour déterminer si l’activation induite 
apporte un avantage pour la prolifération et le différenciation des cellules pré-BII avec une expression 
modérée du pré-BCR de surface.  
 
2/ 2nd modèle : Rôles complémentaires des activations constitutive et induite par la gal1 
 
Dans un second modèle, nous proposons que les activations constitutives du pré-BCR et 
induites par un ligand aient une fonction complémentaire. Ainsi, l’activation constitutive du pré-BCR 
favoriserait plutôt la voie permettant la différenciation des cellules tandis que l’activation induite par 
un ligand favoriserait la voie permettant la prolifération.  
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Comme nous l’avons vu dans l’introduction, les voies de signalisation en aval du pré-BCR 
permettant la prolifération et la différenciation des cellules pré-BII sont séparées. D’un côté, la voie 
médiée par la PI3K inhibe l’expression des gènes RAG et assure la prolifération des cellules. De 
l’autre la voie médiée par SLP-65, Btk et la PLC¯2 est à l’origine de l’arrêt de la prolifération puis du 
réarrangement des gènes des chaînes des IgL. Plusieurs études ont utilisé l’augmentation du flux 
calcique en aval de la voie médiée par SLP-65 comme senseur de l’activation du pré-BCR 
(Meixlsperger, Köhler et al., 2007 ; Ubelhart, Bach et al., 2010). Cependant, l’apparition d’un signal 
calcique dans la cellule signifie l’activation des voies de différenciation mais n’indique pas la capacité 
de prolifération des cellules suite à l’activation du pré-BCR. Ainsi, ces expériences ont principalement 
mis en évidence l’activation des voies de différenciation de la cellule suite à l’activation constitutive 
du pré-BCR.  
 
L’étude des souris déficientes pour la SLC permet de mettre en évidence le rôle de l’activation 
constitutive seule du pré-BCR. Elle a montré qu’en l’absence de l’activation induite, la différenciation 
B est seulement partiellement bloquée au stade des cellules pré-BII. A l’inverse, la prolifération des 
cellules pré-BII est totalement inhibée (Mundt, Licence et al., 2001 ; Shimizu, Mundt et al., 2002). 
L’activation constitutive a donc un effet principalement sur l’activation des voies de différenciation. 
Nous avons montré dans la première partie des résultats que l’inhibition de l’activation du pré-
BCR induite par la gal1 à une influence négative sur la prolifération mais aussi sur la différenciation 
des cellules pré-BII normales (Espeli, Mancini et al., 2009). L’activation induite aurait donc un effet 
sur les deux voies en aval du pré-BCR.  
L’utilisation des vecteurs µH dans notre système de différenciation B in vitro nous a permis de 
déterminer l’activation de chacune des voies en aval du pré-BCR selon l’expression du pré-BCR de 
surface. Nous avons observé que la prolifération des cellules pré-BII est davantage améliorée que la 
différenciation vers les cellules B immatures lorsque les cultures sont effectuées sur les cellules 
stromales, confirmant notre hypothèse de départ. L’augmentation du nombre de cellules B immatures 
dans les cultures sur stroma serait alors une conséquence de l’amélioration de la prolifération et non de 
l’augmentation de l’efficacité de la différenciation.  
 
Pour vérifier cette hypothèse, il faudrait découpler les voies de prolifération et de 
différenciation afin d’analyser les effets du mode d’activation du pré-BCR sur les deux mécanismes 
séparément. Pour cela, il faudrait utiliser des cellules pré-B provenant de souris µMTKO et SLP65KO. 
Les cellules seraient ensuite infectées avec les différents vecteurs µH ainsi que par la protéine SLP65 
inductible. Tant que SLP65 n’est pas activée, la différenciation est bloquée et la prolifération seule est 
analysée. Ensuite, l’activation de SLP65, déclenchera l’activation des voies de différenciation. La 
mesure de l’intensité du flux calcique permettra alors de déterminer si l’activation des voies de 
différenciation est plus efficace lorsque les cellules stromales sont présentes. Dans ce cas, cela 
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signifierait que la signalisation induite joue un rôle à la fois sur l’augmentation de l’efficacité de la 
prolifération et de la différenciation. Dans le cas inverse, où il n’y aurait pas de différence dans 
l’intensité des flux calciques, cela signifierait que l’activation induite aurait un rôle sur la prolifération 
uniquement et l’augmentation du nombre de cellules B immatures observée dans les cultures sur 
stroma ne découlerait que de l’augmentation du nombre de cellules pré-BII.  
 
3/ 3ème modèle : Rôles successifs des activations constitutive et induite par la gal1 
 
 Dans ce troisième modèle, nous proposons que le signal constitutif soit nécessaire à 
l’interaction du pré-BCR avec la gal1 et donc à l’activation du signal induit. Le signal constitutif serait 
activé dès la montée du pré-BCR à la surface de la cellule, et le signal induit nécessiterait ensuite les 
interactions entre le pré-BCR, la gal1 et les intégrines puis leurs relocalisations. 
 
 Ce modèle permet d’intégrer les dernières données du groupe de Jumaa (Uberlhart, Bach et al., 
2010). Selon ce groupe, l’association entre la chaîne Igµ et la SLC est médiée par l’interaction entre 
l’extra-boucle de Κ5 et la glycosylation N46 du domaine CH1 de la chaîne Igµ à l’intérieur du 
réticulum endoplasmique. Le pré-BCR va alors être exporté à la surface cellulaire en position 
« trans », où l’extra-boucle sera libre et disponible pour interagir avec un autre pré-BCR. Ainsi, le pré-
BCR pourra, dans un premier temps, interagir avec les pré-BCR adjacents, afin de déclencher un 
signal constitutif d’activation. D’autre part, il a déjà été décrit que les intégrines exprimées à la surface 
cellulaire des lymphocytes sont dans une conformation inactive (Takagi, Petre et al., 2002). L’affinité 
des intégrines pour leur ligand est ensuite augmentée grâce à des signaux provenant d’autres 
récepteurs de surface, via le domaine cytoplasmique des intégrines (signalisation « inside-out »), 
(Alon & Dustin, 2007 ; Luo, Carman et al., 2007). Il se pourrait donc que le signal constitutif du pré-
BCR soit à l’origine de la modification de la conformation des intégrines puis de leur future 
interaction avec la gal1. Si la gal1 ou les cellules stromales sont absentes, les interactions ne sont pas 
modifiées, et les cellules se différencient vers les cellules B immatures sans passer par l’étape de 
prolifération. A l’inverse, dans une situation normale, la gal1 est sécrétée par les cellules stromales 
puis se fixe aux intégrines glycosylées des cellules pré-BII. Elle serait ensuite à l’origine de la rupture 
des interactions entre Κ5 et la glycosylation N46 du CH1 de l’Igµ de deux pré-BCR adjacents. Par la 
suite, la relocalisation des intégrines présentes sur la cellule pré-BII permettrait la relocalisation des 
pré-BCR à une échelle plus importante et entraînerait l’activation plus forte des voies de signalisation 
en aval, à l’origine de la prolifération des cellules.  
 
Afin de vérifier cette hypothèse, il faudrait comparer la conformation des intégrines exprimées 
à la surface des cellules pré-BII, et identifiées comme étant impliquées dans la relocalisation du pré-
BCR, c'est-à-dire les intégrines VLA-4 et LFA-1, entre des souris déficientes pour la SLC ou WT. Si 
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les intégrines ne sont pas dans la même conformation, cela indiquera l’importance du signal tonique 
du pré-BCR de surface lors de la régulation de l’affinité des intégrines pour la gal1. 
 
 
Ainsi, plusieurs modèles peuvent potentiellement expliquer l’activation du pré-BCR après son 
expression à la surface des cellules. Cependant, ces modèles ne sont pas exclusifs, et il est probable 
que l’activation du pré-BCR soit en réalité la somme de plusieurs hypothèses différentes, où d’un autre 
modèle non décrit. Enfin, l’influence du microenvironnement médullaire ajoute encore un niveau de 
complexité pour la régulation de la différenciation des cellules pré-B. 
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II/ ROLE DU MICROENVIRONNEMENT MEDULLAIRE  
SUR LA DIFFERENCIATION PRECOCE DES LYMPHOCYTES B 
  
Au cours de leur différenciation, les progéniteurs hématopoïétiques sont situés dans la moelle 
osseuse, au contact de populations spécifiques de cellules stromales, encore appelées « niches », qui 
forment des microenvironnements spécialisés et qui apportent les éléments nécessaires à la survie puis 
à la différenciation des progéniteurs hématopoïétiques. 
Cependant, à cause du faible nombre de cellules stromales existantes dans la moelle osseuse, 
et de leur manque d’accessibilité du fait de l’os qui les entoure, l’organisation structurale de la moelle 
osseuse n’est pas aussi bien décrite que pour le thymus (Takahama, 2006) ou les organes lymphoïdes 
secondaires (Buettner, Pabst et al., 2010). 
 
La différenciation B se déroule exclusivement dans la moelle osseuse, depuis les CSH 
jusqu’aux cellules B immatures. Quelques populations stromales ont été décrites précédemment, et 
donnent des indices à propos de l’hétérogénéité stromale médullaire. Tout d’abord, les CSH sont 
retrouvées dans leurs niches spécialisées, le long de l’endoste et dans des sites périvasculaires (Calvi, 
Adams et al., 2003 ; Sipkins, Wei et al., 2005). La niche des CSH est la mieux décrite actuellement. 
Elle est composée de nombreux types cellulaires, incluant par exemple des CSM, des adipocytes et des 
cellules stromales (Naveiras, Nardi et al., 2009 ; Nakamura, Arai et al., 2010 ; Mendez-Ferrer, 
Michurina et al., 2010), et régule la production des CSH par l’expression des molécules d’adhésions et 
par la sécrétion de cytokines et des éléments composant la MEC (Sugiyama, Kohara et al., 2006). 
Ensuite, les cellules pro-B migrent vers les cellules stromales CXCL12+, puis vers les cellules 
stromales IL7+ lorsqu’elles se sont différenciées en cellules pré-BI (Tokoyoda, Egawa et al., 2004). 
Plus tardivement dans l’hématopoïèse, les cellules B immatures (Sandel, Gendelman et al., 2001), les 
cellules B matures (Carriapa, Mazo et al., 2005) et les plasmocytes à longue vie (Tokoyoda, Egawa et 
al., 2004) possèdent elles-aussi une niche stromale spécifique. Enfin, la moelle osseuse accueille des 
cellules hématopoïétiques matures autres que les LB, comme des LT mémoires (Mazo, Honczarenko 
et al., 2005), ou des cellules dendritiques (Slifka, Antia et al., 1998).  
En contraste, peu d’éléments sont connus à propos de l’importance du microenvironnement 
médullaire pour le stade des cellules pré-BII. La caractérisation de la gal1, puis la découverte de son 
importance pour leur développement a permis de mettre en évidence pour la première fois le rôle du 
microenvironnement stromal médullaire à ce stade de différenciation, et a suggéré la possibilité de 
l’existence d’une niche spécifique. Par la suite, nous avons confirmé l’existence d’une niche stromale, 
exprimant la gal1, mais ni CXCL12 (spécifique de la niche des cellules pro-B et des plasmocytes) ni 
l’IL7 (spécifique de la niche des cellules pré-BI). Nos résultats ont donc démontré l’existence d’une 
niche cellulaire stromale spécifique des cellules pré-BII in vivo (Partie 3 des résultats).  
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1/ Les galectines et la niche des cellules pré-BII 
 
Les galectines font partie d’une large famille de protéines, caractérisées par leur capacité de 
reconnaissance pour les ۷-galactosides. Chaque galectine possède un nombre restreint de récepteurs, et 
a une spécificité d’action différente des autres membres de leur famille. La spécificité des galectines 
est aussi due à leur profil d’expression, chaque type cellulaire exprimant un nombre restreint de 
galectines différentes. Enfin, le profil d’expression des galectines change au cours de la maturation des 
cellules. Par exemple, dans le compartiment B, la gal1 n’est exprimée qu’à partir des cellules B 
matures activées (Shaffer, Lin et al., 2002). Ainsi, les galectines ne sont pas toujours remplaçables par 
une autre galectine dans leurs différentes fonctions. 
 La gal2 présente une forte homologie de séquence avec la gal1. Elle possède la même fonction 
pro-apoptotique pour les LT activés que la gal1 (Sturm, Lensch et al., 2004). Cependant, leurs 
fonctions ne sont pas entièrement redondantes. En effet, la gal2 est exprimée dans beaucoup moins de 
tissus que la gal1. Par exemple, chez la souris, la gal2 est exprimée principalement dans l’épithélium 
du tractus digestif, d’où la gal1 est complètement absente (Nio-Kobayashi, Takahashi-Iwanaga et al., 
2009).  
In vitro, la gal2 est capable d’interagir avec le pré-BCR, par une interaction directe de type 
protéine/protéine, et de se relocaliser à la « synapse immunologique », en l’absence de la gal1.  
Cependant, l’analyse des cellules stromales infectées avec les shRNA spécifiques de la gal2 ne nous a 
pas permis de savoir si la gal2 est redondante pour la relocalisation du pré-BCR. D’autre part, nous 
n’avons pas détecté l’ARNm de la gal2, en RT-PCR, dans le compartiment stromal total de la moelle 
osseuse. En particulier, les populations stromales triées et exprimant la gal1 n’expriment pas l’ARNm 
de la gal2.  
 
Enfin, nous avions déjà observé que l’ARNm de la gal2 est augmenté in vitro, lorsque les 
cellules OP9 sont infectées avec les shRNA spécifiques de la gal1. La redondance de la gal2 avec la 
gal1 sera par la suite, être déterminée par la même analyse en RT-PCR, mais réalisée sur les 
populations stromales triées à partir des souris déficientes pour la gal1.  
 
2/ L’influence du microenvironnement stromal sur la lymphopoïèse B précoce 
 
La moelle osseuse est un environnement complexe dans lequel de nombreuses populations 
hématopoïétiques ainsi que leurs niches stromales associées doivent coexister. Les progéniteurs B 
doivent rester en contact de leurs cellules stromales spécifiques afin de recevoir les signaux 
nécessaires à leur survie et à leur maturation. L’objectif suivant sera de déterminer quelle est la 
capacité des différentes niches stromales à contrôler la migration des progéniteurs B d’une niche 
spécifique à une autre. Pour cela, des mécanismes d’attraction, via la sécrétion de chimiokine, puis de 
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maintien dans la niche spécialisée, grâce à l’expression de molécules d’adhérence, et enfin de 
libération des progéniteurs B, par la diminution de l’expression de ces molécules, sont mis en jeu. 
  
La chimiokine CXCL12 joue un rôle essentiel pour le maintien des CSH dans la moelle 
osseuse (D’Apuzzo, Rolink et al., 1997), puis pour l’adhérence des cellules pro-B (Glodek, 
Honczarenko et al., 2003) aux protéines de la MEC et aux cellules composant leur niche stromale. En 
périphérie, CXCL12 est exprimée de façon transitoire. Sous son action, différentes molécules 
d’adhérence sont activées sur les cellules endothéliales. Elles permettent l’arrêt du « rolling » des 
lymphocytes pendant une courte période (entre 1 et 3 min), puis leur migration dans les tissus 
(Campbell, Hedrick et al., 1998). A l’inverse de la périphérie, CXCL12 est constitutivement présente à 
haute concentration dans le compartiment extravasculaire de la moelle osseuse (Bleul, Fuhlbrigge et 
al., 1996), permettant le maintien à long-terme des progéniteurs B. De plus, son récepteur CXCR4, 
exprimé à la surface des cellules pro-B, est capable d’induire l’activation de l’intégrine VLA-4 
(Tokoyoda, Egawa et al., 2004) en réponse à sa stimulation par CXCL12. Par la suite, l’intégrine 
VLA-4 activée peut interagir efficacement avec son récepteur VCAM1 exprimé par les cellules 
stromales de la niche des cellules pro-B. 
Après leur maturation vers les cellules pré-BI, les cellules perdent leur récepteur CXCR4 ainsi 
que leur capacité de répondre à la chimiokine CXCL12. Elles peuvent alors se détacher des cellules 
stromales CXCL12 grâce à la rupture des interactions entre VLA-4 et VCAM-1. Les cellules pré-BI, 
qui expriment le récepteur à l’IL7, migrent ensuite vers leur niche stromale spécifique IL7+, 
nécessaire pour leur survie et leur prolifération (Erlandsson, Licence et al., 2005). Cependant, la ou les 
chimiokines impliquées dans la migration des cellules pré-BI vers la niche IL7 ne sont pas encore 
connues.  
Au niveau des cellules pré-BII, l’expression du pré-BCR de surface correspond avec le début 
de la diminution de l’expression de l’IL7R. Les deux récepteurs collaborent pour activer la voie Erk, 
nécessaire à la survie et à la prolifération des cellules. Lorsque la quantité d’IL7 commence à être 
limitante, le pré-BCR devient prépondérant pour l’activation de la voie Erk, ce qui permet de 
sélectionner les cellules qui ont correctement réarrangé les gènes de la chaîne IgH et qui expriment le 
pré-BCR à la surface (Fleming & Paige, 2001). Les cellules pré-BII migrent ensuite vers leur niche 
stromale spécifique IL7- gal1+, probablement guidées par une chimiokine inconnue. Enfin, nous 
avons montré que les cellules de la niche stromale gal1+ n’expriment pas le récepteur VCAM-1, 
confirmant l’importance de la chimiokine CXCL12 pour l’adhésion des cellules pro-B aux cellules 
stromales VCAM-1. En revanche, les cellules stromales spécifiques de la niche pré-BII expriment le 
récepteur ICAM-1 qui interagit avec l’intégrine LFA-1, exprimée par les cellules pré-BII. Après 
l’activation du pré-BCR, l’internalisation du récepteur, puis la diminution de l’expression de LFA-1 
participent probablement à la libération des petites cellules pré-BII de la niche. Les cellules ont alors la 
possibilité de migrer vers une nouvelle niche spécifique pour leur stade de différenciation. 
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Par la suite, nous avons prévu de trier les différentes sous populations stromales identifiées 
dans la troisième partie des résultats afin d’analyser le contenu transcriptionnel des populations par des 
micro-array. Cela nous permettra, en particulier, de déterminer les cytokines et chimiokines qui 
seraient sécrétées, et qui seraient impliquées dans la régulation de la migration des progéniteurs B.  
Enfin, les études effectuées dans la moelle osseuse n’ont pas encore permis d’élucider les 
supports de la migration des progéniteurs B entre leurs différentes niches stromales. 
 
3/ Le microenvironnement stromal des organes lymphoïdes secondaires 
 
Contrairement à la moelle osseuse, l’organisation stromale des organes lymphoïdes 
secondaires, et les modes de migration des LB et LT sont bien décrits actuellement. Dans les ganglions 
lymphatiques, les LT et LB sont compartimentalisées en deux zones distinctes, structurées par des 
cellules stromales différentes. Ces deux types de cellules stromales sont les cellules fibroblastiques 
réticulaires (FRC) qui structurent les zones T, et les cellules dendritiques folliculaires (FDC) qui 
structurent les zones B. Les FRC forment un réseau de fibres de collagène interconnectées qui 
transportent les antigènes solubles provenant du réseau lymphatique, ainsi que des facteurs solubles 
tels que les chimiokines (Sixt, Kanazawa et al., 2005 ; Gretz, Norbury et al., 2000). D’autre part, les 
FDC sont les cellules stromales spécialisées pour la maturation et la commutation isotypique des LB 
au cours de la réponse immunitaire (Allen, Okada et al., 2007). Les LB et LT utilisent principalement 
des réseaux de cellules stromales pour se déplacer au sein des ganglions lymphatiques, afin de faciliter 
la rencontre entre les cellules et leurs antigènes. Plus précisément, les FRC supportent la migration des 
LB et LT dans les zones T tandis que les FDC sont les supports de la migration des cellules B dans les 
zones B des ganglions. Enfin, les FDC sécrètent les chimiokines CXCL13 et BAFF (B cell activating 
factor) qui contrôlent la formation des zones B et la survie des lymphocytes (Gunn, Ngo et al., 1998 ; 
Hase, Kanno et al., 2004).  
Dans la moelle osseuse, les cellules stromales sont organisées en un réseau dense, et 
interconnecté. Si on extrapole les résultats obtenus par l’analyse des ganglions lymphatiques, on peut 
supposer que certaines populations de cellules stromales peuvent servir de support à la migration des 
cellules entre leurs niches spécifiques. D’autre part, nous avons aussi observé que le réseau des fibres 
de la MEC est très dense dans la moelle osseuse. Ainsi, il est aussi possible que la MEC soit le support 
de à la migration des progéniteurs B.  
 
Afin de visualiser en temps réel la migration des progéniteurs dans la moelle osseuse au cours 
de leur développement, puis de déterminer si les progéniteurs B utilisent des fibres de la MEC ou des 
cellules stromales pour leur migration, nous utiliserons la microscopie biphotonique. Cette technique, 
qui permet de suivre en temps réel le mouvement des cellules au sein d’un tissu jusqu'à 300µm de 
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profondeur, avait déjà permis d’identifier les FDC et FRC comme les supports de la migration dans les 
ganglions. Pour ces expériences, nous utiliserons de nouveau le modèle de souris chimères dans lequel 
toutes les cellules stromales sont GFP+ et les cellules hématopoïétiques sont non fluorescentes. La 
sous-population B d’intérêt sera marquée avec une molécule fluorescente et réinjectée dans les souris. 
Ainsi, nous pourrons analyser les mouvements, en trois dimensions et en fonction du temps, des 
progéniteurs B dans la moelle osseuse. La difficulté de cette expérience réside dans la structure 
osseuse qui entoure la moelle. Cependant, une équipe a récemment mis au point une nouvelle 
technique d’amincissement de l’os tibial, rendant possible les analyses de la moelle osseuse des os 
longs (Köhler, Schmithorst et al., 2009). 
 
4/ L’influence de la lymphopoïèse B précoce sur le microenvironnement stromal 
  
La différenciation des progéniteurs hématopoïétiques est fortement dépendante du 
microenvironnement stromal. Si il est altéré, dans le cas par exemple de déficiences pour CXCL12 ou 
l’IL7 (Waskow, Paul et al., 2002 ; Peschon, Morrissey, 1994), la lymphopoïèse B est bloquée 
précocement. Inversement, des études ont déjà démontré que les cellules stromales sont dépendantes 
des cellules hématopoïétiques pour leur survie, que ce soit dans le thymus (van Ewijk, Holländer et al., 
2000) ou dans les ganglions lymphatiques (Bajénoff & Germain, 2009). Il serait donc intéressant de 
savoir si cette dépendance des cellules stromales aux cellules hématopoïétiques, encore appelée 
« cross-talk » est vraie dans la moelle osseuse.  
 
Nous avons analysé les cellules stromales par cytométrie de flux dans les souris où la 
différenciation B précoce est affectée, afin de déterminer si les populations stromales identifiées 
préalablement sont manquantes. Pour cela, nous avons utilisé des souris dont la lymphopoïèse B est 
bloquée à différents stades, dont ceux des cellules pro-B, des grosses cellules pré-BII et des petites 
cellules pré-BII (collaboration R. Hendriks). D’autre part, des souris déficientes pour la gal1 ont aussi 
été utilisées. Les analyses ont été réalisées en cytométrie de flux, et les populations stromales étudiées 
sont celles décrites dans la troisième partie des résultats. Nous n’avons pas observé la disparition dune 
des populations stromales étudiées. En particulier, les sous-populations qui expriment la gal1 sont 
toujours présentes, dans des proportions équivalentes à celles des souris WT. Plusieurs hypothèses 
peuvent expliquer ce résultat. Il se pourrait d’une part que les niches stromales que nous avons 
définies ne soient pas des populations totalement pures. Par exemple la gal1 est exprimée par 30% des 
cellules stromales totales de la moelle osseuse. Nous avons déjà définis quatre sous-populations de 
cellules stromales gal1+, grâce aux deux marqueurs VLA-5 et ICAM-1. Cependant, rien n’indique que 
ces populations ne soient pures, et que la perte d’une population minoritaire de cellules stromales 
gal1+ ne soit pas masquée par une autre population. D’autre part, il se pourrait aussi que l’expression 
des protéines de surface étudiées ne soit pas altérée lorsque la lymphopoïèse B est bloquée, mais que 
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les cellules stromales ne soient plus fonctionnelles, c'est-à-dire qu’elles ne sécrètent plus les facteurs 
solubles nécessaires à la survie, la prolifération, la maturation et/ou la migration des progéniteurs B. 
Enfin, une même niche stromale pourrait être commune pour plusieurs types cellulaires, et pourrait ne 
pas disparaître s’il manque seulement l’une des populations hématopoïétiques.  
 
Afin de répondre à cette question, les sous populations stromales seront triées, leur contenu 
transcriptionnel sera analysé par des micro-array et comparé avec les résultats obtenus pour les souris 
WT. Les différences dans l’expression des facteurs de croissance, ou des chimiokines pourront être 
analysées. En parallèle, les sous populations triées seront cocultivées avec des cellules pré-B afin de 
tester leur capacité à supporter la différenciation B in vitro. 
 
 
Au cours de ma thèse, je me suis intéressée aux interactions entre les cellules stromales de la 
moelle osseuse et les progéniteurs B au cours de leur développement normal. La moelle osseuse est le 
lieu principal de l’hématopoïèse. De ce fait, de nombreux facteurs de croissances et cytokines 
favorables à la survie et à la prolifération des cellules y sont sécrétés. Cet environnement privilégié fait 
de la moelle osseuse une zone de prédilection pour le homing puis la survie des cellules cancéreuses. 
Ainsi, il est possible que le microenvironnement, par la sécrétion de ces facteurs de croissance, rende  
les cellules cancéreuses résistantes aux différentes thérapies anti-tumorales. La compréhension de 
l’environnement stromal médullaire permettra de développer de nouvelles approches thérapeutiques 
(Zhou, Mauerer et al., 2005 ; Brown, Seif et al., 2008). En particulier, la comparaison entre les 
microenvironnements médullaires normaux et leucémiques sera utile afin de bloquer spécifiquement 
les interactions entre les cellules cancéreuses et les cellules stromales, par exemple par l’inhibition de 
la sécrétion des facteurs de croissance « détournés » par les cellules cancéreuses. 
154
  
 
REFERENCES 
BIBLIOGRAPHIQUES  
 
  
155
  
156
Acosta-Rodríguez EV, Montes CL, Motrán CC, Zuniga EI, Liu FT, Rabinovich GA, Gruppi A. 
Galectin-3 mediates IL-4-induced survival and differentiation of B cells: functional cross-talk and 
implications during Trypanosoma cruzi infection. J Immunol. 2004 Jan 1;172(1):493-502. 
 
Adams GB, Chabner KT, Alley IR, Olson DP, Szczepiorkowski ZM, Poznansky MC, Kos CH, Pollak 
MR, Brown EM, Scadden DT. Stem cell engraftment at the endostéale niche is specified by the 
calcium-sensing receptor. Nature. 2006 Feb 2;439(7076):599-603. 
 
Adams GB, Scadden DT. The hematopoietic stem cell in its place. Nat Immunol. 2006 Apr;7(4):333-
7. 
 
Adolfsson J, Månsson R, Buza-Vidas N, Hultquist A, Liuba K, Jensen CT, Bryder D, Yang L, Borge 
OJ, Thoren LA, Anderson K, Sitnicka E, Sasaki Y, Sigvardsson M, Jacobsen SE. Identification of 
Flt3+ lympho-myeloid stem cells lacking erythro-megakaryocytic potential a revised road map for 
adult blood lineage commitment. Cell. 2005 Apr 22;121(2):295-306. 
 
Akashi K, Traver D, Miyamoto T, Weissman IL. A clonogenic common myeloid progenitor that gives 
rise to all myeloid lineages. Nature. 2000 Mar 9;404(6774):193-7. 
 
Allen CD, Okada T, Cyster JG. Germinal-center organization and cellular dynamics. Immunity. 2007 
Aug;27(2):190-202. 
 
Allman D, Sambandam A, Kim S, Miller JP, Pagan A, Well D, Meraz A, Bhandoola A. Thymopoiesis 
independent of common lymphoid progenitors. Nat Immunol. 2003 Feb;4(2):168-74. 
 
Alon R, Dustin ML. Force as a facilitator of integrin conformational changes during leukocyte arrest 
on blood vessels and antigen-presenting cells. Immunity. 2007 Jan;26(1):17-27. 
 
Anderson AC, Anderson DE, Bregoli L, Hastings WD, Kassam N, Lei C, Chandwaskar R, Karman J, 
Su EW, Hirashima M, Bruce JN, Kane LP, Kuchroo VK, Hafler DA. Promotion of tissue 
inflammation by the immune receptor Tim-3 expressed on innate immune cells. Science. 2007 Nov 
16;318(5853):1141-3. 
 
Arroyo AG, Yang JT, Rayburn H, Hynes RO. Differential requirements for alpha4 integrins during 
fetal and adult hematopoiesis. Cell. 1996 Jun 28;85(7):997-1008. 
 
157
Arroyo AG, Yang JT, Rayburn H, Hynes RO. Alpha4 integrins regulate the 
proliferation/differentiation balance of multilineage hematopoietic progenitors in vivo. Immunity. 
1999 Nov;11(5):555-66. 
 
Astrakhan A, Omori M, Nguyen T, Becker-Herman S, Iseki M, Aye T, Hudkins K, Dooley J, Farr A, 
Alpers CE, Ziegler SF, Rawlings DJ. Local increase in thymic stromal lymphopoietin induces 
systemic alterations in B cell development. Nat Immunol. 2007 May;8(5):522-31. Erratum in: Nat 
Immunol. 2007 Jul;8(7):780. 
 
Avni O, Pur Z, Yefenof E, Baniyash M. Complement receptor 3 of macrophages is associated with 
galectin-1-like protein. J Immunol. 1998 Jun 15;160(12):6151-8. 
 
Bain G, Maandag EC, Izon DJ, Amsen D, Kruisbeek AM, Weintraub BC, Krop I, Schlissel MS, 
Feeney AJ, van Roon M, et al. E2A proteins are required for proper B cell development and initiation 
of immunoglobulin gene rearrangements. Cell. 1994 Dec 2;79(5):885-92. 
 
Bajénoff M, Germain RN. B-cell follicle development remodels the conduit system and allows 
soluble antigen delivery to follicular dendritic cells. Blood. 2009 Dec 3;114(24):4989-97. 
 
Bankovich AJ, Raunser S, Juo ZS, Walz T, Davis MM, Garcia KC. Structural insight into pre-B cell 
receptor function. Science. 2007 Apr 13;316(5822):291-4. 
 
Bannish G, Fuentes-Pananá EM, Cambier JC, Pear WS, Monroe JG. Ligand-independent signaling 
functions for the B lymphocyte antigen receptor and their role in positive selection during B 
lymphopoiesis. J Exp Med. 2001 Dec 3;194(11):1583-96. 
 
Barondes SH, Castronovo V, Cooper DN, Cummings RD, Drickamer K, Feizi T, Gitt MA, 
Hirabayashi J, Hughes C, Kasai K, et al. Galectins: a family of animal beta-galactoside-binding 
lectins. Cell. 1994 Feb 25;76(4):597-8. 
 
Barreto V, Cumano A. Frequency and characterization of phenotypic Ig heavy chain allelically 
included IgM-expressing B cells in mice. J Immunol. 2000 Jan 15;164(2):893-9. 
 
Bauer SR, D'Hoostelaere LA, Melchers F. Conservation of the organization of the pre-B cell specific 
VpreB1/VpreB2/lambda 5 loci in the genus Mus. Curr Top Microbiol Immunol. 1988;137:130-5. 
 
158
Bennett BD, Solar GP, Yuan JQ, Mathias J, Thomas GR, Matthews W. A role for leptin and its 
cognate receptor in hematopoiesis. Curr Biol. 1996 Sep 1;6(9):1170-80. 
 
Bianchet MA, Odom EW, Vasta GR, Amzel LM. A novel fucose recognition fold involved in innate 
immunity. Nat Struct Biol. 2002 Aug;9(8):628-34. 
 
Bleul CC, Fuhlbrigge RC, Casasnovas JM, Aiuti A, Springer TA. A highly efficacious lymphocyte 
chemoattractant, stromal cell-derived factor 1 (SDF-1). J Exp Med. 1996 Sep 1;184(3):1101-9. 
 
Bonci D, Hahne M, Felli N, Peschle C, De Maria R. Potential role of APRIL as autocrine growth 
factor for megakaryocytopoiesis. Blood. 2004 Nov 15;104(10):3169-72. 
 
Bonig H, Watts KL, Chang KH, Kiem HP, Papayannopoulou T. Concurrent blockade of alpha4-
integrin and CXCR4 in hematopoietic stem/progenitor cell mobilization.  Stem Cells. 2009 
Apr;27(4):836-7. 
 
Borghesi LA, Yamashita Y, Kincade PW. Heparan sulfate proteoglycans mediate interleukin-7-
dependent B lymphopoiesis. Blood. 1999 Jan 1;93(1):140-8. 
 
Boulton SJ, Jackson SP. Saccharomyces cerevisiae Ku70 potentiates illegitimate DNA double-strand 
break repair and serves as a barrier to error-prone DNA repair pathways. EMBO J. 1996 Sep 
16;15(18):5093-103. 
 
Boulton SJ, Jackson SP. Identification of a Saccharomyces cerevisiae Ku80 homologue: roles in 
DNA double strand break rejoining and in telomeric maintenance. Nucleic Acids Res. 1996 Dec 
1;24(23):4639-48. 
 
Bos NA, Meeuwsen CG, Wostmann BS, Pleasants JR, Benner R. The influence of exogenous 
antigenic stimulation on the specificity repertoire of background immunoglobulin-secreting cells of 
different isotypes. Cell Immunol. 1988 Apr 1;112(2):371-80. 
 
Bradl H, Jäck HM. Surrogate light chain-mediated interaction of a soluble pre-B cell receptor with 
adherent cell lines. J Immunol. 2001 Dec 1;167(11):6403-11. 
 
Bradl H, Wittmann J, Milius D, Vettermann C, Jäck HM. Interaction of murine precursor B cell 
receptor with stroma cells is controlled by the unique tail of lambda 5 and stroma cell-associated 
heparan sulfate. J Immunol. 2003 Sep 1;171(5):2338-48. 
159
 Brouns GS, de Vries E, Neefjes JJ, Borst J. Assembled pre-B cell receptor complexes are retained in 
the endoplasmic reticulum by a mechanism that is not selective for the pseudo-light chain. J Biol 
Chem. 1996 Aug 9;271(32):19272-8. 
 
Brown VI, Seif AE, Reid GS, Teachey DT, Grupp SA. Novel molecular and cellular therapeutic 
targets in acute lymphoblastic leukemia and lymphoproliferative disease. Immunol Res. 2008;42(1-
3):84-105. 
 
Buettner M, Pabst R, Bode U. Stromal cell heterogeneity in lymphoid organs. Trends Immunol. 2010 
Feb;31(2):80-6. 
 
Bungartz G, Stiller S, Bauer M, Müller W, Schippers A, Wagner N, Fässler R, Brakebusch C. Adult 
murine hematopoiesis can proceed without beta1 and beta7 integrins. Blood. 2006 Sep 
15;108(6):1857-64. 
 
Burrows PD, Stephan RP, Wang YH, Lassoued K, Zhang Z, Cooper MD. The transient expression of 
pre-B cell receptors governs B cell development. Semin Immunol. 2002 Oct;14(5):343-9. 
 
Busslinger M. Transcriptional control of early B cell development. Annu Rev Immunol. 2004;22:55-
79. 
 
Calvi LM, Adams GB, Weibrecht KW, Weber JM, Olson DP, Knight MC, Martin RP, Schipani E, 
Divieti P, Bringhurst FR, Milner LA, Kronenberg HM, Scadden DT. Osteoblastic cells regulate the 
haematopoietic stem cell niche. Nature. 2003 Oct 23;425(6960):841-6. 
 
Camby I, Le Mercier M, Lefranc F, Kiss R. Galectin-1: a small protein with major functions. 
Glycobiology. 2006 Nov;16(11):137R-157R. 
 
Campbell JJ, Hedrick J, Zlotnik A, Siani MA, Thompson DA, Butcher EC. Chemokines and the 
arrest of lymphocytes rolling under flow conditions. Science. 1998 Jan 16;279(5349):381-4. 
 
Cariappa A, Mazo IB, Chase C, Shi HN, Liu H, Li Q, Rose H, Leung H, Cherayil BJ, Russell P, von 
Andrian U, Pillai S. Perisinusoidal B cells in the bone marrow participate in T-independent responses 
to blood-borne microbes. Immunity. 2005 Oct;23(4):397-407. 
 
160
Cariappa A, Chase C, Liu H, Russell P, Pillai S. Naive recirculating B cells mature simultaneously in 
the spleen and bone marrow. Blood. 2007 Mar 15;109(6):2339-45. 
 
Carotta S, Brady J, Wu L, Nutt SL. Transient Notch signaling induces NK cell potential in Pax5-
deficient pro-B cells. Eur J Immunol. 2006 Dec;36(12):3294-304. 
 
Carpino N, Thierfelder WE, Chang MS, Saris C, Turner SJ, Ziegler SF, Ihle JN. Absence of an 
essential role for thymic stromal lymphopoietin receptor in murine B-cell development. Mol Cell Biol. 
2004 Mar;24(6):2584-92. 
 
Carvalho TL, Mota-Santos T, Cumano A, Demengeot J, Vieira P. Arrested B lymphopoiesis and 
persistence of activated B cells in adult interleukin 7(-/)- mice. J Exp Med. 2001 Oct 15;194(8):1141-
50. 
 
Cary RB, Peterson SR, Wang J, Bear DG, Bradbury EM, Chen DJ. DNA looping by Ku and the 
DNA-dependent protein kinase. Proc Natl Acad Sci U S A. 1997 Apr 29;94(9):4267-72. 
 
Cassese G, Arce S, Hauser AE, Lehnert K, Moewes B, Mostarac M, Muehlinghaus G, Szyska M, 
Radbruch A, Manz RA. Plasma cell survival is mediated by synergistic effects of cytokines and 
adhesion-dependent signals. J Immunol. 2003 Aug 15;171(4):1684-90. 
 
Chan VW, Meng F, Soriano P, DeFranco AL, Lowell CA. Characterization of the B lymphocyte 
populations in Lyn-deficient mice and the role of Lyn in signal initiation and down-regulation. 
Immunity. 1997 Jul;7(1):69-81. 
 
Chen J, Herzenberg LA, Herzenberg LA. Heparin alters the expression of different forms of 
immunoglobulin mu heavy chains and their associated proteins by pre-B cell lines and normal Ly-1 
(CD5+) B cells. Int Immunol. 1991 Nov;3(11):1117-27. 
 
Cheng AM, Rowley B, Pao W, Hayday A, Bolen JB, Pawson T. Syk tyrosine kinase required for 
mouse viability and B-cell development. Nature. 1995 Nov 16;378(6554):303-6. 
 
Chowdhury D, Sen R. Transient IL-7/IL-7R signaling provides a mechanism for feedback inhibition 
of immunoglobulin heavy chain gene rearrangements. Immunity. 2003 Feb;18(2):229-41. 
 
Christensen JL, Weissman IL. Flk-2 is a marker in hematopoietic stem cell differentiation: a simple 
method to isolate long-term stem cells. Proc Natl Acad Sci U S A. 2001 Dec 4;98(25):14541-6. 
161
 Chung CD, Patel VP, Moran M, Lewis LA, Miceli MC. Galectin-1 induces partial TCR zeta-chain 
phosphorylation and antagonizes processive TCR signal transduction. J Immunol. 2000 Oct 
1;165(7):3722-9. 
 
Clark AG, Chen S, Zhang H, Brady GF, Ungewitter EK, Bradley JK, Sackey FN, Foster MH. 
Multifunctional regulators of cell growth are differentially expressed in anergic murine B cells. Mol 
Immunol. 2007 Feb;44(6):1274-85. 
 
Clarke D, Katoh O, Gibbs RV, Griffiths SD, Gordon MY. Interaction of interleukin 7 (IL-7) with 
glycosaminoglycans and its biological relevance. Cytokine. 1995 May;7(4):325-30. 
 
Cobaleda C, Schebesta A, Delogu A, Busslinger M. Pax5: the guardian of B cell identity and 
function. Nat Immunol. 2007 May;8(5):463-70. 
 
Corcoran AE, Riddell A, Krooshoop D, Venkitaraman AR. Impaired immunoglobulin gene 
rearrangement in mice lacking the IL-7 receptor. Nature. 1998 Feb 26;391(6670):904-7. 
 
D'Apuzzo M, Rolink A, Loetscher M, Hoxie JA, Clark-Lewis I, Melchers F, Baggiolini M, Moser B. 
The chemokine SDF-1, stromal cell-derived factor 1, attracts early stage B cell precursors via the 
chemokine receptor CXCR4. Eur J Immunol. 1997 Jul;27(7):1788-93. 
 
Dar A, Goichberg P, Shinder V, Kalinkovich A, Kollet O, Netzer N, Margalit R, Zsak M, Nagler A, 
Hardan I, Resnick I, Rot A, Lapidot T. Chemokine receptor CXCR4-dependent internalization and 
resecretion of functional chemokine SDF-1 by bone marrow endothelial and stromal cells. Nat 
Immunol. 2005 Oct;6(10):1038-46. 
 
De Bruyn PP, Breen PC, Thomas TB. The microcirculation of the bone marrow. Anat Rec. 1970 
Sep;168(1):55-68. 
 
DeKoter RP, Singh H. Regulation of B lymphocyte and macrophage development by graded 
expression of PU.1. Science. 2000 May 26;288(5470):1439-41. 
 
Delogu A, Schebesta A, Sun Q, Aschenbrenner K, Perlot T, Busslinger M. Gene repression by Pax5 in 
B cells is essential for blood cell homeostasis and is reversed in plasma cells. Immunity. 2006 
Mar;24(3):269-81. 
 
162
Dias S, Silva H Jr, Cumano A, Vieira P. Interleukin-7 is necessary to maintain the B cell potential in 
common lymphoid progenitors. J Exp Med. 2005 Mar 21;201(6):971-9. 
 
Dominici M, Le Blanc K, Mueller I, Slaper-Cortenbach I, Marini F, Krause D, Deans R, Keating A, 
Prockop Dj, Horwitz E. Minimal criteria for defining multipotent mesenchymal stromal cells. The 
International Society for Cellular Therapy position statement. Cytotherapy. 2006;8(4):315-7. 
 
Dul JL, Argon Y, Winkler T, ten Boekel E, Melchers F, Mårtensson IL. The murine VpreB1 and 
VpreB2 genes both encode a protein of the surrogate light chain and are co-expressed during B cell 
development. Eur J Immunol. 1996 Apr;26(4):906-13. 
 
Early P, Huang H, Davis M, Calame K, Hood L. An immunoglobulin heavy chain variable region 
gene is generated from three segments of DNA: VH, D and JH. Cell. 1980 Apr;19(4):981-92. 
 
Egawa T, Kawabata K, Kawamoto H, Amada K, Okamoto R, Fujii N, Kishimoto T, Katsura Y, 
Nagasawa T. The earliest stages of B cell development require a chemokine stromal cell-derived 
factor/pre-B cell growth-stimulating factor. Immunity. 2001 Aug;15(2):323-34. 
 
Ehlich A, Schaal S, Gu H, Kitamura D, Müller W, Rajewsky K. Immunoglobulin heavy and light 
chain genes rearrange independently at early stages of B cell development. Cell. 1993 Mar 
12;72(5):695-704. 
 
Ehlich A, Martin V, Müller W, Rajewsky K. Analysis of the B-cell progenitor compartment at the 
level of single cells. Curr Biol. 1994 Jul 1;4(7):573-83. 
 
Erlandsson L, Licence S, Gaspal F, Lane P, Corcoran AE, Mårtensson IL. Both the pre-BCR and the 
IL-7Ralpha are essential for expansion at the pre-BII cell stage in vivo. Eur J Immunol. 2005 
Jun;35(6):1969-76. 
 
Eshkar Sebban L, Ronen D, Levartovsky D, Elkayam O, Caspi D, Aamar S, Amital H, Rubinow A, 
Golan I, Naor D, Zick Y, Golan I. The involvement of CD44 and its novel ligand galectin-8 in 
apoptotic regulation of autoimmune inflammation. J Immunol. 2007 Jul 15;179(2):1225-35. 
  
Espeli M, Rossi B, Mancini SJ, Roche P, Gauthier L, Schiff C. Initiation of pre-B cell receptor 
signaling: common and distinctive features in human and mouse. Semin Immunol. 2006 Feb;18(1):56-
66. 
 
163
Espeli M, Mancini SJ, Breton C, Poirier F, Schiff C. Impaired B-cell development at the pre-BII-cell 
stage in galectin-1-deficient mice due to inefficient pre-BII/stromal cell interactions. Blood. 2009 Jun 
4;113(23):5878-86. 
 
Fischer C, Sanchez-Ruderisch H, Welzel M, Wiedenmann B, Sakai T, André S, Gabius HJ, 
Khachigian L, Detjen KM, Rosewicz S. Galectin-1 interacts with the {alpha}5{beta}1 fibronectin 
receptor to restrict carcinoma cell growth via induction of p21 and p27. J Biol Chem. 2005 Nov 
4;280(44):37266-77. 
 
Flaswinkel H, Reth M. Dual role of the tyrosine activation motif of the Ig-alpha protein during signal 
transduction via the B cell antigen receptor. EMBO J. 1994 Jan 1;13(1):83-9. 
 
Fleming HE, Paige CJ. Pre-B cell receptor signaling mediates selective response to IL-7 at the pro-B 
to pre-B cell transition via an ERK/MAP kinase-dependent pathway. Immunity. 2001 Oct;15(4):521-
31. 
 
Flemming A, Brummer T, Reth M, Jumaa H. The adaptor protein SLP-65 acts as a tumor suppressor 
that limits pre-B cell expansion. Nat Immunol. 2003 Jan;4(1):38-43. 
 
Frank KM, Sekiguchi JM, Seidl KJ, Swat W, Rathbun GA, Cheng HL, Davidson L, Kangaloo L, Alt 
FW. Late embryonic lethality and impaired V(D)J recombination in mice lacking DNA ligase IV. 
Nature. 1998 Nov 12;396(6707):173-7. 
 
Frenette PS, Subbarao S, Mazo IB, von Andrian UH, Wagner DD. Endothelial selectins and vascular 
cell adhesion molecule-1 promote hematopoietic progenitor homing to bone marrow. Proc Natl Acad 
Sci U S A. 1998 Nov 24;95(24):14423-8. 
 
Friedenstein AJ, Gorskaja JF, Kulagina NN. Fibroblast precursors in normal and irradiated mouse 
hematopoietic organs. Exp Hematol. 1976 Sep;4(5):267-74. 
 
Friedrich C, Cybulsky MI, Gutierrez-Ramos JC. Vascular cell adhesion molecule-1 expression by 
hematopoiesis-supporting stromal cells is not essential for lymphoid or myeloid differentiation in vivo 
or in vitro. Eur J Immunol. 1996 Nov;26(11):2773-80. 
 
Fu C, Turck CW, Kurosaki T, Chan AC. BLNK: a central linker protein in B cell activation. 
Immunity. 1998 Jul;9(1):93-103. 
 
164
Fuentes-Pananá EM, Bannish G, Karnell FG, Treml JF, Monroe JG. Analysis of the individual 
contributions of Igalpha (CD79a)- and Igbeta (CD79b)-mediated tonic signaling for bone marrow B 
cell development and peripheral B cell maturation. J Immunol. 2006 Dec 1;177(11):7913-22. 
 
Galler GR, Mundt C, Parker M, Pelanda R, Mårtensson IL, Winkler TH. Surface mu heavy chain 
signals down-regulation of the V(D)J-recombinase machinery in the absence of surrogate light chain 
components. J Exp Med. 2004 Jun 7;199(11):1523-32. 
 
Gao Y, Chaudhuri J, Zhu C, Davidson L, Weaver DT, Alt FW. A targeted DNA-PKcs-null mutation 
reveals DNA-PK-independent functions for KU in V(D)J recombination. Immunity. 1998 
Sep;9(3):367-76. 
 
Gaudin E, Hao Y, Rosado MM, Chaby R, Girard R, Freitas AA. Positive selection of B cells 
expressing low densities of self-reactive BCRs. J Exp Med. 2004 Mar 15;199(6):843-53. 
 
Gauthier L, Rossi B, Roux F, Termine E, Schiff C. Galectin-1 is a stromal cell ligand of the pre-B 
cell receptor (BCR) implicated in synapse formation between pre-B and stromal cells and in pre-BCR 
triggering. Proc Natl Acad Sci U S A. 2002 Oct 1;99(20):13014-9. 
 
Gay D, Saunders T, Camper S, Weigert M. Receptor editing: an approach by autoreactive B cells to 
escape tolerance. J Exp Med. 1993 Apr 1;177(4):999-1008. 
 
Georgopoulos K, Bigby M, Wang JH, Molnar A, Wu P, Winandy S, Sharpe A. The Ikaros gene is 
required for the development of all lymphoid lineages. Cell. 1994 Oct 7;79(1):143-56. 
 
Glodek AM, Honczarenko M, Le Y, Campbell JJ, Silberstein LE. Sustained activation of cell 
adhesion is a differentially regulated process in B lymphopoiesis. J Exp Med. 2003 Feb 
17;197(4):461-73. 
 
Goitsuka R, Fujimura Y, Mamada H, Umeda A, Morimura T, Uetsuka K, Doi K, Tsuji S, Kitamura 
D. BASH, a novel signaling molecule preferentially expressed in B cells of the bursa of Fabricius. J 
Immunol. 1998 Dec 1;161(11):5804-8. 
 
Gomei Y, Nakamura Y, Yoshihara H, Hosokawa K, Iwasaki H, Suda T, Arai F. Functional differences 
between two Tie2 ligands, angiopoietin-1 and -2, in regulation of adult bone marrow hematopoietic 
stem cells. Exp Hematol. 2010 Feb;38(2):82-9. 
 
165
Gong S, Nussenzweig MC. Regulation of an early developmental checkpoint in the B cell pathway by 
Ig beta. Science. 1996 Apr 19;272(5260):411-4. 
 
Grabstein KH, Waldschmidt TJ, Finkelman FD, Hess BW, Alpert AR, Boiani NE, Namen AE, 
Morrissey PJ. Inhibition of murine B and T lymphopoiesis in vivo by an anti-interleukin 7 monoclonal 
antibody. J Exp Med. 1993 Jul 1;178(1):257-64. 
 
Grawunder U, Leu TM, Schatz DG, Werner A, Rolink AG, Melchers F, Winkler TH. Down-
regulation of RAG1 and RAG2 gene expression in preB cells after functional immunoglobulin heavy 
chain rearrangement. Immunity. 1995 Nov;3(5):601-8. 
 
Gretz JE, Norbury CC, Anderson AO, Proudfoot AE, Shaw S. Lymph-borne chemokines and other 
low molecular weight molecules reach high endothelial venules via specialized conduits while a 
functional barrier limits access to the lymphocyte microenvironments in lymph node cortex. J Exp 
Med. 2000 Nov 20;192(10):1425-40. 
 
Guenechea G, Gan OI, Dorrell C, Dick JE. Distinct classes of human stem cells that differ in 
proliferative and self-renewal potential. Nat Immunol. 2001 Jan;2(1):75-82. 
 
Guloglu FB, Bajor E, Smith BP, Roman CA. The unique region of surrogate light chain component 
lambda5 is a heavy chain-specific regulator of precursor B cell receptor signaling. J Immunol. 2005 
Jul 1;175(1):358-66. 
 
Guloglu FB, Roman CA. Precursor B cell receptor signaling activity can be uncoupled from surface 
expression. J Immunol. 2006 Jun 1;176(11):6862-72. 
 
Gunn MD, Ngo VN, Ansel KM, Ekland EH, Cyster JG, Williams LT. A B-cell-homing chemokine 
made in lymphoid follicles activates Burkitt's lymphoma receptor-1. Nature. 1998 Feb 
19;391(6669):799-803. 
 
Guo B, Kato RM, Garcia-Lloret M, Wahl MI, Rawlings DJ. Engagement of the human pre-B cell 
receptor generates a lipid raft-dependent calcium signaling complex. Immunity. 2000 Aug;13(2):243-
53. 
 
Haas KM, Poe JC, Steeber DA, Tedder TF. B-1a and B-1b cells exhibit distinct developmental 
requirements and have unique functional roles in innate and adaptive immunity to S. pneumoniae. 
Immunity. 2005 Jul;23(1):7-18. 
166
 Hacker C, Kirsch RD, Ju XS, Hieronymus T, Gust TC, Kuhl C, Jorgas T, Kurz SM, Rose-John S, 
Yokota Y, Zenke M. Transcriptional profiling identifies Id2 function in dendritic cell development. 
Nat Immunol. 2003 Apr;4(4):380-6. 
 
Halverson R, Torres RM, Pelanda R. Receptor editing is the main mechanism of B cell tolerance 
toward membrane antigens. Nat Immunol. 2004 Jun;5(6):645-50. 
 
Hardy RR, Carmack CE, Shinton SA, Kemp JD, Hayakawa K. Resolution and characterization of 
pro-B and pre-pro-B cell stages in normal mouse bone marrow. J Exp Med. 1991 May 1;173(5):1213-
25. 
 
Hardy RR, Hayakawa K. B cell development pathways. Annu Rev Immunol. 2001;19:595-621. 
 
Hardy RR, Kincade PW, Dorshkind K. The protean nature of cells in the B lymphocyte lineage. 
Immunity. 2007 Jun;26(6):703-14. 
 
Hargreaves DC, Hyman PL, Lu TT, Ngo VN, Bidgol A, Suzuki G, Zou YR, Littman DR, Cyster JG. 
A coordinated change in chemokine responsiveness guides plasma cell movements. J Exp Med. 2001 
Jul 2;194(1):45-56. 
 
Hartley SB, Crosbie J, Brink R, Kantor AB, Basten A, Goodnow CC. Elimination from peripheral 
lymphoid tissues of self-reactive B lymphocytes recognizing membrane-bound antigens. Nature. 1991 
Oct 24;353(6346):765-9. 
 
Hase H, Kanno Y, Kojima M, Hasegawa K, Sakurai D, Kojima H, Tsuchiya N, Tokunaga K, Masawa 
N, Azuma M, Okumura K, Kobata T. BAFF/BLyS can potentiate B-cell selection with the B-cell 
coreceptor complex. Blood. 2004 Mar 15;103(6):2257-65. 
 
Hashimoto S, Iwamatsu A, Ishiai M, Okawa K, Yamadori T, Matsushita M, Baba Y, Kishimoto T, 
Kurosaki T, Tsukada S. Identification of the SH2 domain binding protein of Bruton's tyrosine kinase 
as BLNK--functional significance of Btk-SH2 domain in B-cell antigen receptor-coupled calcium 
signaling. Blood. 1999 Oct 1;94(7):2357-64. 
 
Hayakawa K, Hardy RR, Herzenberg LA, Herzenberg LA. Progenitors for Ly-1 B cells are distinct 
from progenitors for other B cells. J Exp Med. 1985 Jun 1;161(6):1554-68. 
 
167
Hayakawa K, Asano M, Shinton SA, Gui M, Allman D, Stewart CL, Silver J, Hardy RR. Positive 
selection of natural autoreactive B cells. Science. 1999 Jul 2;285(5424):113-6. 
 
Haynesworth SE, Baber MA, Caplan AI. Cell surface antigens on human marrow-derived 
mesenchymal cells are detected by monoclonal antibodies. Bone. 1992;13(1):69-80. 
 
He J, Baum LG. Endothelial cell expression of galectin-1 induced by prostate cancer cells inhibits T-
cell transendothelial migration. Lab Invest. 2006 Jun;86(6):578-90. 
 
Hernandez JD, Nguyen JT, He J, Wang W, Ardman B, Green JM, Fukuda M, Baum LG. Galectin-1 
binds different CD43 glycoforms to cluster CD43 and regulate T cell death. J Immunol. 2006 Oct 
15;177(8):5328-36. 
 
Herzog S, Reth M, Jumaa H. Regulation of B-cell proliferation and differentiation by pre-B-cell 
receptor signalling. Nat Rev Immunol. 2009 Mar;9(3):195-205. 
 
Hess J, Werner A, Wirth T, Melchers F, Jäck HM, Winkler TH. Induction of pre-B cell proliferation 
after de novo synthesis of the pre-B cell receptor. Proc Natl Acad Sci U S A. 2001 Feb 13;98(4):1745-
50. 
 
Hesse JE, Lieber MR, Mizuuchi K, Gellert M. V(D)J recombination: a functional definition of the 
joining signals. Genes Dev. 1989 Jul;3(7):1053-61. 
 
Hirabayashi J, Kasai K. The family of metazoan metal-independent beta-galactoside-binding lectins: 
structure, function and molecular evolution. Glycobiology. 1993 Aug;3(4):297-304. 
 
Hirabayashi J, Hashidate T, Arata Y, Nishi N, Nakamura T, Hirashima M, Urashima T, Oka T, Futai 
M, Muller WE, Yagi F, Kasai K. Oligosaccharide specificity of galectins: a search by frontal affinity 
chromatography. Biochim Biophys Acta. 2002 Sep 19;1572(2-3):232-54. 
 
Hirsch E, Iglesias A, Potocnik AJ, Hartmann U, Fässler R. Impaired migration but not differentiation 
of haematopoietic stem cells in the absence of beta1 integrins. Nature. 1996 Mar 14;380(6570):171-5. 
 
Hosokawa K, Arai F, Yoshihara H, Iwasaki H, Nakamura Y, Gomei Y, Suda T. Knockdown of N-
cadherin suppresses the long-term engraftment of hematopoietic stem cells. Blood. 2010 Jul 
29;116(4):554-63. 
 
168
Hsieh SH, Ying NW, Wu MH, Chiang WF, Hsu CL, Wong TY, Jin YT, Hong TM, Chen YL. 
Galectin-1, a novel ligand of neuropilin-1, activates VEGFR-2 signaling and modulates the migration 
of vascular endothelial cells. Oncogene. 2008 Jun 12;27(26):3746-53. 
 
Hughes PE, Pfaff M. Integrin affinity modulation. Trends Cell Biol. 1998 Sep;8(9):359-64. 
 
Hughes RC. Secretion of the galectin family of mammalian carbohydrate-binding proteins. Biochim 
Biophys Acta. 1999 Dec 6;1473(1):172-85. 
 
Hynes RO. The extracellular matrix: not just pretty fibrils. Science. 2009 Nov 27;326(5957):1216-9. 
 
Igarashi H, Gregory SC, Yokota T, Sakaguchi N, Kincade PW. Transcription from the RAG1 locus 
marks the earliest lymphocyte progenitors in bone marrow. Immunity. 2002 Aug;17(2):117-30. 
 
Ikawa T, Fujimoto S, Kawamoto H, Katsura Y, Yokota Y. Commitment to natural killer cells requires 
the helix-loop-helix inhibitor Id2. Proc Natl Acad Sci U S A. 2001 Apr 24;98(9):5164-9. 
 
Ikuta K, Weissman IL. Evidence that hematopoietic stem cells express mouse c-kit but do not depend 
on steel factor for their generation. Proc Natl Acad Sci U S A. 1992 Feb 15;89(4):1502-6. 
 
Jaleco AC, Stegmann AP, Heemskerk MH, Couwenberg F, Bakker AQ, Weijer K, Spits H. Genetic 
modification of human B-cell development: B-cell development is inhibited by the dominant negative 
helix loop helix factor Id3. Blood. 1999 Oct 15;94(8):2637-46. 
 
Janossy G, Gomez de la Concha E, Luquetti A, Snajdr MJ, Waxdal MJ, Platts-Mills TA. T-cell 
regulation of immunoglobulin synthesis and proliferation in pokeweed (Pa-1)-stimulated human 
lymphocyte cultures. Scand J Immunol.1977;6(1-2):109-23. 
 
Jin DK, Shido K, Kopp HG, Petit I, Shmelkov SV, Young LM, Hooper AT, Amano H, Avecilla ST, 
Heissig B, Hattori K, Zhang F, Hicklin DJ, Wu Y, Zhu Z, Dunn A, Salari H, Werb Z, Hackett NR, 
Crystal RG, Lyden D, Rafii S. Cytokine-mediated deployment of SDF-1 induces revascularization 
through recruitment of CXCR4+ hemangiocytes. Nat Med. 2006 May;12(5):557-67. 
 
Jumaa H, Mitterer M, Reth M, Nielsen PJ. The absence of SLP65 and Btk blocks B cell development 
at the preB cell receptor-positive stage. Eur J Immunol. 2001 Jul;31(7):2164-9. 
 
169
Jung D, Alt FW. Unraveling V(D)J recombination; insights into gene regulation. Cell. 2004 Jan 
23;116(2):299-311. 
 
Karasuyama H, Kudo A, Melchers F. The proteins encoded by the VpreB and lambda 5 pre-B cell-
specific genes can associate with each other and with mu heavy chain. J Exp Med. 1990 Sep 
1;172(3):969-72. 
 
Karasuyama H, Rolink A, Shinkai Y, Young F, Alt FW, Melchers F. The expression of Vpre-
B/lambda 5 surrogate light chain in early bone marrow precursor B cells of normal and B cell-
deficient mutant mice. Cell. 1994 Apr 8;77(1):133-43. 
 
Karasuyama H, Rolink A, Melchers F. Surrogate light chain in B cell development. Adv Immunol. 
1996;63:1-41. 
 
Kato I, Miyazaki T, Nakamura T, Kudo A. Inducible differentiation and apoptosis of the pre-B cell 
receptor-positive pre-B cell line. Int Immunol. 2000 Mar;12(3):325-34. 
 
Katoh S, Ishii N, Nobumoto A, Takeshita K, Dai SY, Shinonaga R, Niki T, Nishi N, Tominaga A, 
Yamauchi A, Hirashima M. Galectin-9 inhibits CD44-hyaluronan interaction and suppresses a murine 
model of allergic asthma. Am J Respir Crit Care Med. 2007 Jul 1;176(1):27-35. 
 
Kawano Y, Yoshikawa S, Minegishi Y, Karasuyama H. Pre-B cell receptor assesses the quality of 
IgH chains and tunes the pre-B cell repertoire by delivering differential signals. J Immunol. 2006 Aug 
15;177(4):2242-9.  
 
Kee BL, Murre C. Induction of early B cell factor (EBF) and multiple B lineage genes by the basic 
helix-loop-helix transcription factor E12. J Exp Med. 1998 Aug 17;188(4):699-713. 
 
Keenan RA, De Riva A, Corleis B, Hepburn L, Licence S, Winkler TH, Mårtensson IL. Censoring of 
autoreactive B cell development by the pre-B cell receptor. Science. 2008 Aug 1;321(5889):696-9. 
 
Kent DG, Copley MR, Benz C, Wöhrer S, Dykstra BJ, Ma E, Cheyne J, Zhao Y, Bowie MB, Zhao Y, 
Gasparetto M, Delaney A, Smith C, Marra M, Eaves CJ. Prospective isolation and molecular 
characterization of hematopoietic stem cells with durable self-renewal potential. Blood. 2009 Jun 
18;113(25):6342-50. 
 
170
Keren Z, Diamant E, Ostrovsky O, Bengal E, Melamed D. Modification of ligand-independent B cell 
receptor tonic signals activates receptor editing in immature B lymphocytes. J Biol Chem. 2004 Apr 
2;279(14):13418-24. 
 
Kersseboom R, Middendorp S, Dingjan GM, Dahlenborg K, Reth M, Jumaa H, Hendriks RW. 
Bruton's tyrosine kinase cooperates with the B cell linker protein SLP-65 as a tumor suppressor in Pre-
B cells. J Exp Med. 2003 Jul 7;198(1):91-8. 
 
Khan WN, Alt FW, Gerstein RM, Malynn BA, Larsson I, Rathbun G, Davidson L, Müller S, Kantor 
AB, Herzenberg LA, et al. Defective B cell development and function in Btk-deficient mice. 
Immunity. 1995 Sep;3(3):283-99. 
 
Kiel MJ, Yilmaz OH, Iwashita T, Yilmaz OH, Terhorst C, Morrison SJ. SLAM family receptors 
distinguish hematopoietic stem and progenitor cells and reveal endothelial niches for stem cells. Cell. 
2005 Jul 1;121(7):1109-21. 
 
Kiel MJ, Morrison SJ. Uncertainty in the niches that maintain haematopoietic stem cells. Nat Rev 
Immunol. 2008 Apr;8(4):290-301. 
 
Kikuchi K, Lai AY, Hsu CL, Kondo M. IL-7 receptor signaling is necessary for stage transition in 
adult B cell development through up-regulation of EBF. J Exp Med. 2005 Apr 18;201(8):1197-203. 
 
Kitamura D, Roes J, Kühn R, Rajewsky K. A B cell-deficient mouse by targeted disruption of the 
membrane exon of the immunoglobulin mu chain gene. Nature. 1991 Apr 4;350(6317):423-6. 
 
Kitamura D, Rajewsky K. Targeted disruption of mu chain membrane exon causes loss of heavy-
chain allelic exclusion. Nature. 1992 Mar 12;356(6365):154-6. 
 
Kitamura D, Kudo A, Schaal S, Müller W, Melchers F, Rajewsky K. A critical role of lambda 5 
protein in B cell development. Cell. 1992 May 29;69(5):823-31. 
 
Köhler A, Schmithorst V, Filippi MD, Ryan MA, Daria D, Gunzer M, Geiger H. Altered cellular 
dynamics and endosteal location of aged early hematopoietic progenitor cells revealed by time-lapse 
intravital imaging in long bones. Blood. 2009 Jul 9;114(2):290-8. 
 
171
Köhler F, Hug E, Eschbach C, Meixlsperger S, Hobeika E, Kofer J, Wardemann H, Jumaa H. 
Autoreactive B cell receptors mimic autonomous pre-B cell receptor signaling and induce proliferation 
of early B cells. Immunity. 2008 Dec 19;29(6):912-21. 
 
Kondo M, Weissman IL, Akashi K. Identification of clonogenic common lymphoid progenitors in 
mouse bone marrow. Cell. 1997 Nov 28;91(5):661-72. 
 
Kubota Y, Takubo K, Suda T. Bone marrow long label-retaining cells reside in the sinusoidal hypoxic 
niche. Biochem Biophys Res Commun. 2008 Feb 8;366(2):335-9. 
 
Kudo A, Melchers F. A second gene, VpreB in the lambda 5 locus of the mouse, which appears to be 
selectively expressed in pre-B lymphocytes. EMBO J. 1987 Aug;6(8):2267-72. 
 
Lai AY, Lin SM, Kondo M. Heterogeneity of Flt3-expressing multipotent progenitors in mouse bone 
marrow. J Immunol. 2005 Oct 15;175(8):5016-23. 
 
Lai AY, Kondo M. Asymmetrical lymphoid and myeloid lineage commitment in multipotent 
hematopoietic progenitors. J Exp Med. 2006 Aug 7;203(8):1867-73. 
 
Lai AY, Kondo M. Identification of a bone marrow precursor of the earliest thymocytes in adult 
mouse. Proc Natl Acad Sci U S A. 2007 Apr 10;104(15):6311-6. 
 
Lapidot T, Dar A, Kollet O. How do stem cells find their way home? Blood. 2005 Sep 
15;106(6):1901-10. 
 
Lau KS, Partridge EA, Grigorian A, Silvescu CI, Reinhold VN, Demetriou M, Dennis JW. Complex 
N-glycan number and degree of branching cooperate to regulate cell proliferation and differentiation. 
Cell. 2007 Apr 6;129(1):123-34. 
 
Lazarini F, Tham TN, Casanova P, Arenzana-Seisdedos F, Dubois-Dalcq M. Role of the alpha-
chemokine stromal cell-derived factor (SDF-1) in the developing and mature central nervous system. 
Glia. 2003 Apr 15;42(2):139-48. 
 
Le Blanc K, Tammik C, Rosendahl K, Zetterberg E, Ringdén O. HLA expression and immunologic 
properties of differentiated and undifferentiated mesenchymal stem cells. Exp Hematol. 2003 
Oct;31(10):890-6. 
 
172
Lee YK, Brewer JW, Hellman R, Hendershot LM. BiP and immunoglobulin light chain cooperate to 
control the folding of heavy chain and ensure the fidelity of immunoglobulin assembly. Mol Biol Cell. 
1999 Jul;10(7):2209-19. 
 
Li YS, Hayakawa K, Hardy RR. The regulated expression of B lineage associated genes during B cell 
differentiation in bone marrow and fetal liver. J Exp Med. 1993 Sep 1;178(3):951-60. 
 
Lichtman MA. The ultrastructure of the hemopoietic environment of the marrow: a review. Exp 
Hematol. 1981 Apr;9(4):391-410. 
 
Lieber MR, Grawunder U, Wu X, Yaneva M. Tying loose ends: roles of Ku and DNA-dependent 
protein kinase in the repair of double-strand breaks. Curr Opin Genet Dev. 1997 Feb;7(1):99-104. 
 
Lin H, Grosschedl R. Failure of B-cell differentiation in mice lacking the transcription factor EBF. 
Nature. 1995 Jul 20;376(6537):263-7. 
 
Luo BH, Carman CV, Springer TA. Structural basis of integrin regulation and signaling. Annu Rev 
Immunol. 2007;25:619-47. 
 
Lyman SD, Jacobsen SE. c-kit ligand and Flt3 ligand: stem/progenitor cell factors with overlapping 
yet distinct activities. Blood. 1998 Feb 15;91(4):1101-34. 
 
Ma Q, Jones D, Borghesani PR, Segal RA, Nagasawa T, Kishimoto T, Bronson RT, Springer TA. 
Impaired B-lymphopoiesis, myelopoiesis, and derailed cerebellar neuron migration in CXCR4- and 
SDF-1-deficient mice. Proc Natl Acad Sci U S A. 1998 Aug 4;95(16):9448-53. 
 
Mackarehtschian K, Hardin JD, Moore KA, Boast S, Goff SP, Lemischka IR. Targeted disruption of 
the flk2/flt3 gene leads to deficiencies in primitive hematopoietic progenitors. Immunity. 1995 
Jul;3(1):147-61. 
 
MacKinnon AC, Farnworth SL, Hodkinson PS, Henderson NC, Atkinson KM, Leffler H, Nilsson UJ, 
Haslett C, Forbes SJ, Sethi T. Regulation of alternative macrophage activation by galectin-3. J 
Immunol. 2008 Feb 15;180(4):2650-8. 
 
Maeda T, Merghoub T, Hobbs RM, Dong L, Maeda M, Zakrzewski J, van den Brink MR, Zelent A, 
Shigematsu H, Akashi K, Teruya-Feldstein J, Cattoretti G, Pandolfi PP. Regulation of B versus T 
lymphoid lineage fate decision by the proto-oncogene LRF. Science. 2007 May 11;316(5826):860-6. 
173
 Maier H, Ostraat R, Gao H, Fields S, Shinton SA, Medina KL, Ikawa T, Murre C, Singh H, Hardy 
RR, Hagman J. Early B cell factor cooperates with Runx1 and mediates epigenetic changes associated 
with mb-1 transcription. Nat Immunol. 2004 Oct;5(10):1069-77. 
 
Majumdar MK, Thiede MA, Mosca JD, Moorman M, Gerson SL. Phenotypic and functional 
comparison of cultures of marrow-derived mesenchymal stem cells (MSCs) and stromal cells. J Cell 
Physiol. 1998 Jul;176(1):57-66. 
 
Majumdar MK, Thiede MA, Haynesworth SE, Bruder SP, Gerson SL. Human marrow-derived 
mesenchymal stem cells (MSCs) express hematopoietic cytokines and support long-term 
hematopoiesis when differentiated toward stromal and osteogenic lineages. J Hematother Stem Cell 
Res. 2000 Dec;9(6):841-8. 
 
Mårtensson A, Argon Y, Melchers F, Dul JL, Mårtensson IL. Partial block in B lymphocyte 
development at the transition into the pre-B cell receptor stage in Vpre-B1-deficient mice. Int 
Immunol. 1999 Mar;11(3):453-60. 
 
Matsunaga T, Takemoto N, Sato T, Takimoto R, Tanaka I, Fujimi A, Akiyama T, Kuroda H, Kawano 
Y, Kobune M, Kato J, Hirayama Y, Sakamaki S, Kohda K, Miyake K, Niitsu Y. Interaction between 
leukemic-cell VLA-4 and stromal fibronectin is a decisive factor for minimal residual disease of acute 
myelogenous leukemia. Nat Med. 2003 Sep;9(9):1158-65. 
 
Mazo IB, Gutierrez-Ramos JC, Frenette PS, Hynes RO, Wagner DD, von Andrian UH. Hematopoietic 
progenitor cell rolling in bone marrow microvessels: parallel contributions by endothelial selectins and 
vascular cell adhesion molecule 1. J Exp Med. 1998 Aug 3;188(3):465-74. 
 
Mazo IB, Honczarenko M, Leung H, Cavanagh LL, Bonasio R, Weninger W, Engelke K, Xia L, 
McEver RP, Koni PA, Silberstein LE, von Andrian UH. Bone marrow is a major reservoir and site of 
recruitment for central memory CD8+ T cells. Immunity. 2005 Feb;22(2):259-70. 
 
McKercher SR, Torbett BE, Anderson KL, Henkel GW, Vestal DJ, Baribault H, Klemsz M, Feeney 
AJ, Wu GE, Paige CJ, Maki RA. Targeted disruption of the PU.1 gene results in multiple 
hematopoietic abnormalities. EMBO J. 1996 Oct 15;15(20):5647-58. 
 
174
Medina KL, Pongubala JM, Reddy KL, Lancki DW, Dekoter R, Kieslinger M, Grosschedl R, Singh 
H. Assembling a gene regulatory network for specification of the B cell fate. Dev Cell. 2004 
Oct;7(4):607-17. 
 
Meixlsperger S, Köhler F, Wossning T, Reppel M, Müschen M, Jumaa H. Conventional light chains 
inhibit the autonomous signaling capacity of the B cell receptor. Immunity. 2007 Mar;26(3):323-33. 
 
Melchers F, ten Boekel E, Seidl T, Kong XC, Yamagami T, Onishi K, Shimizu T, Rolink AG, 
Andersson J. Repertoire selection by pre-B-cell receptors and B-cell receptors, and genetic control of 
B-cell development from immature to mature B cells. Immunol Rev. 2000 Jun;175:33-46. 
 
Méndez-Ferrer S, Michurina TV, Ferraro F, Mazloom AR, Macarthur BD, Lira SA, Scadden DT, 
Ma'ayan A, Enikolopov GN, Frenette PS. Mesenchymal and haematopoietic stem cells form a unique 
bone marrow niche. Nature. 2010 Aug 12;466(7308):829-34. 
 
Miller JP, Izon D, DeMuth W, Gerstein R, Bhandoola A, Allman D. The earliest step in B lineage 
differentiation from common lymphoid progenitors is critically dependent upon interleukin 7. J Exp 
Med. 2002 Sep 2;196(5):705-11. 
 
Milne CD, Corfe SA, Paige CJ. Heparan sulfate and heparin enhance ERK phosphorylation and 
mediate preBCR-dependent events during B lymphopoiesis. J Immunol. 2008 Mar 1;180(5):2839-47. 
 
Minegishi Y, Conley ME. Negative selection at the pre-BCR checkpoint elicited by human mu heavy 
chains with unusual CDR3 regions. Immunity. 2001 May;14(5):631-41. 
 
Miyazaki T, Kato I, Takeshita S, Karasuyama H, Kudo A. Lambda5 is required for rearrangement of 
the Ig kappa light chain gene in pro-B cell lines. Int Immunol. 1999 Aug;11(8):1195-202. 
 
Moiseeva EP, Javed Q, Spring EL, de Bono DP. Galectin 1 is involved in vascular smooth muscle cell 
proliferation. Cardiovasc Res. 2000 Jan 14;45(2):493-502. 
 
Moiseeva EP, Williams B, Samani NJ. Galectin 1 inhibits incorporation of vitronectin and chondroitin 
sulfate B into the extracellular matrix of human vascular smooth muscle cells. Biochim Biophys Acta. 
2003 Jan 20;1619(2):125-32. 
 
Molofsky AV, Pardal R, Morrison SJ. Diverse mechanisms regulate stem cell self-renewal. Curr Opin 
Cell Biol. 2004 Dec;16(6):700-7. 
175
 Morikawa S, Mabuchi Y, Kubota Y, Nagai Y, Niibe K, Hiratsu E, Suzuki S, Miyauchi-Hara C, 
Nagoshi N, Sunabori T, Shimmura S, Miyawaki A, Nakagawa T, Suda  T, Okano H, Matsuzaki Y. 
Prospective identification, isolation, and systemic transplantation of multipotent mesenchymal stem 
cells in murine bone marrow. Exp Med. 2009 Oct 26;206(11):2483-96. 
 
Morita Y, Ema H, Nakauchi H. Heterogeneity and hierarchy within the most primitive hematopoietic 
stem cell compartment. J Exp Med. 2010 Jun 7;207(6):1173-82. 
 
Morrison SJ, Uchida N, Weissman IL. The biology of hematopoietic stem cells. Annu Rev Cell Dev 
Biol. 1995;11:35-71. 
 
Morrison SJ, Wandycz AM, Hemmati HD, Wright DE, Weissman IL. Identification of a lineage of 
multipotent hematopoietic progenitors. Development. 1997 May;124(10):1929-39. 
 
Morton GJ, Cummings DE, Baskin DG, Barsh GS, Schwartz MW. Central nervous system control of 
food intake and body weight. Nature. 2006 Sep 21;443(7109):289-95. 
 
Mundt C, Licence S, Shimizu T, Melchers F, Mårtensson IL. Loss of precursor B cell expansion but 
not allelic exclusion in VpreB1/VpreB2 double-deficient mice. J Exp Med. 2001 Feb 19;193(4):435-
45. 
 
Mundt C, Licence S, Maxwell G, Melchers F, Mårtensson IL. Only VpreB1, but not VpreB2, is 
expressed at levels which allow normal development of B cells. Int Immunol. 2006 Jan;18(1):163-72. 
 
Nagai Y, Garrett KP, Ohta S, Bahrun U, Kouro T, Akira S, Takatsu K, Kincade PW. Toll-like 
receptors on hematopoietic progenitor cells stimulate innate immune system replenishment. Immunity. 
2006 Jun;24(6):801-12. 
 
Nagasawa T, Kikutani H, Kishimoto T. Molecular cloning and structure of a pre-B-cell growth-
stimulating factor. Proc Natl Acad Sci U S A. 1994 Mar 15;91(6):2305-9. 
 
Nagasawa T, Hirota S, Tachibana K, Takakura N, Nishikawa S, Kitamura Y, Yoshida N, Kikutani H, 
Kishimoto T. Defects of B-cell lymphopoiesis and bone-marrow myelopoiesis in mice lacking the 
CXC chemokine PBSF/SDF-1. Nature. 1996 Aug 15;382(6592):635-8. 
 
176
Nagasawa T. Microenvironmental niches in the bone marrow required for B-cell development. Nat 
Rev Immunol. 2006 Feb;6(2):107-16. 
 
Nakamura Y, Arai F, Iwasaki H, Hosokawa K, Kobayashi I, Gomei Y, Matsumoto Y, Yoshihara H, 
Suda T. Isolation and characterization of endosteal niche cell populations that regulate hematopoietic 
stem cells. Blood. 2010 Sep 2;116(9):1422-32. 
 
Namen AE, Lupton S, Hjerrild K, Wignall J, Mochizuki DY, Schmierer A, Mosley B, March CJ, 
Urdal D, Gillis S. Stimulation of B-cell progenitors by cloned murine interleukin-7. Nature. 1988 Jun 
9;333(6173):571-3. 
 
Naveiras O, Nardi V, Wenzel PL, Hauschka PV, Fahey F, Daley GQ. Bone-marrow adipocytes as 
negative regulators of the haematopoietic microenvironment. Nature. 2009 Jul 9;460(7252):259-63. 
 
Nichogiannopoulou A, Trevisan M, Neben S, Friedrich C, Georgopoulos K. Defects in hemopoietic 
stem cell activity in Ikaros mutant mice. J Exp Med. 1999 Nov 1;190(9):1201-14. 
 
Nilsson SK, Johnston HM, Coverdale JA. Spatial localization of transplanted hemopoietic stem cells: 
inferences for the localization of stem cell niches. Blood. 2001 Apr 15;97(8):2293-9. 
 
Nilsson SK, Johnston HM, Whitty GA, Williams B, Webb RJ, Denhardt DT, Bertoncello I, Bendall 
LJ, Simmons PJ, Haylock DN. Osteopontin, a key component of the hematopoietic stem cell niche and 
regulator of primitive hematopoietic progenitor cells. Blood. 2005 Aug 15;106(4):1232-9. 
 
Nio-Kobayashi J, Takahashi-Iwanaga H, Iwanaga T. Immunohistochemical localization of six 
galectin subtypes in the mouse digestive tract. J Histochem Cytochem. 2009 Jan;57(1):41-50. 
 
Norvell A, Mandik L, Monroe JG. Engagement of the antigen-receptor on immature murine B 
lymphocytes results in death by apoptosis. J Immunol. 1995 May 1;154(9):4404-13. 
 
Nossal GJ. Immunologic tolerance: collaboration between antigen and lymphokines. Science. 1989 
Jul 14;245(4914):147-53. 
 
Nutt SL, Urbánek P, Rolink A, Busslinger M. Essential functions of Pax5 (BSAP) in pro-B cell 
development: difference between fetal and adult B lymphopoiesis and reduced V-to-DJ recombination 
at the IgH locus. Genes Dev. 1997 Feb 15;11(4):476-91. 
 
177
Nutt SL, Morrison AM, Dörfler P, Rolink A, Busslinger M. Identification of BSAP (Pax-5) target 
genes in early B-cell development by loss- and gain-of-function experiments. EMBO J. 1998 Apr 
15;17(8):2319-33.  
 
Nutt SL, Heavey B, Rolink AG, Busslinger M. Commitment to the B-lymphoid lineage depends on 
the transcription factor Pax5. Nature. 1999 Oct 7;401(6753):556-62. 
 
O'Riordan M, Grosschedl R. Coordinate regulation of B cell differentiation by the transcription 
factors EBF and E2A. Immunity. 1999 Jul;11(1):21-31. 
 
Oettinger MA, Schatz DG, Gorka C, Baltimore D. RAG-1 and RAG-2, adjacent genes that 
synergistically activate V(D)J recombination. Science. 1990 Jun 22;248(4962):1517-23. 
 
Ohneda O, Ohneda K, Arai F, Lee J, Miyamoto T, Fukushima Y, Dowbenko D, Lasky LA, Suda T. 
ALCAM (CD166): its role in hematopoietic and endothelial development. Blood. 2001 Oct 
1;98(7):2134-42. 
 
Ohnishi K, Melchers F. The nonimmunoglobulin portion of lambda5 mediates cell-autonomous pre-B 
cell receptor signaling. Nat Immunol. 2003 Sep;4(9):849-56. 
 
Opferman JT, Letai A, Beard C, Sorcinelli MD, Ong CC, Korsmeyer SJ. Development and 
maintenance of B and T lymphocytes requires antiapoptotic MCL-1. Nature. 2003 Dec 
11;426(6967):671-6. 
 
Pace KE, Lee C, Stewart PL, Baum LG. Restricted receptor segregation into membrane 
microdomains occurs on human T cells during apoptosis induced by galectin-1. J Immunol. 1999 Oct 
1;163(7):3801-11. 
 
Paclik D, Danese S, Berndt U, Wiedenmann B, Dignass A, Sturm A. Galectin-4 controls intestinal 
inflammation by selective regulation of peripheral and mucosal T cell apoptosis and cell cycle. PLoS 
One. 2008 Jul 9;3(7):e2629. 
 
Palmer G, Aurrand-Lions M, Contassot E, Talabot-Ayer D, Ducrest-Gay D, Vesin C, Chobaz-Péclat 
V, Busso N, Gabay C. Indirect effects of leptin receptor deficiency on lymphocyte populations and 
immune response in db/db mice. J Immunol. 2006 Sep 1;177(5):2899-907. 
 
178
Papavasiliou F, Misulovin Z, Suh H, Nussenzweig MC. The role of Ig beta in precursor B cell 
transition and allelic exclusion. Science. 1995 Apr 21;268(5209):408-11. 
 
Papavasiliou F, Jankovic M, Nussenzweig MC. Surrogate or conventional light chains are required 
for membrane immunoglobulin mu to activate the precursor B cell transition. J Exp Med. 1996 Nov 
1;184(5):2025-30. Erratum in: J Exp Med 1997 Jan 6;185(1):183. 
 
Park JW, Voss PG, Grabski S, Wang JL, Patterson RJ. Association of galectin-1 and galectin-3 with 
Gemin4 in complexes containing the SMN protein. Nucleic Acids Res. 2001 Sep 1;29(17):3595-602. 
 
Patt HM, Maloney MA. Bone marrow regeneration after local injury: a review. Exp Hematol. 1975 
Apr;3(2):135-48. 
 
Pawson T, Scott JD. Signaling through scaffold, anchoring, and adaptor proteins. Science. 1997 Dec 
19;278(5346):2075-80. 
 
Pear WS, Nolan GP, Scott ML, Baltimore D. Production of high-titer helper-free retroviruses by 
transient transfection. Proc Natl Acad Sci U S A. 1993;90:8392-8396. 
 
Pelanda R, Braun U, Hobeika E, Nussenzweig MC, Reth M. B cell progenitors are arrested in 
maturation but have intact VDJ recombination in the absence of Ig-alpha and Ig-beta. J Immunol. 
2002 Jul 15;169(2):865-72. 
 
Perillo NL, Pace KE, Seilhamer JJ, Baum LG. Apoptosis of T cells mediated by galectin-1. Nature. 
1995 Dec 14;378(6558):736-9. 
 
Perry SS, Welner RS, Kouro T, Kincade PW, Sun XH. Primitive lymphoid progenitors in bone 
marrow with T lineage reconstituting potential. J Immunol. 2006 Sep 1;177(5):2880-7. 
 
Peschon JJ, Morrissey PJ, Grabstein KH, Ramsdell FJ, Maraskovsky E, Gliniak BC, Park LS, Ziegler 
SF, Williams DE, Ware CB, Meyer JD, Davison BL. Early lymphocyte expansion is severely impaired 
in interleukin 7 receptor-deficient mice. J Exp Med. 1994 Nov 1;180(5):1955-60. 
 
Pittenger MF, Mackay AM, Beck SC, Jaiswal RK, Douglas R, Mosca JD, Moorman MA, Simonetti 
DW, Craig S, Marshak DR. Multilineage potential of adult human mesenchymal stem cells. Science. 
1999 Apr 2;284(5411):143-7. 
 
179
Pridans C, Holmes ML, Polli M, Wettenhall JM, Dakic A, Corcoran LM, Smyth GK, Nutt SL. 
Identification of Pax5 target genes in early B cell differentiation. J Immunol. 2008 Feb 1;180(3):1719-
28. 
 
Qian H, Georges-Labouesse E, Nyström A, Domogatskaya A, Tryggvason K, Jacobsen SE, Ekblom 
M. Distinct roles of integrins alpha6 and alpha4 in homing of fetal liver hematopoietic stem and 
progenitor cells. Blood. 2007 Oct 1;110(7):2399-407. 
 
Quong MW, Romanow WJ, Murre C. E protein function in lymphocyte development. Annu Rev 
Immunol. 2002;20:301-22. 
 
Rabinovich GA, Liu FT, Hirashima M, Anderson A. An emerging role for galectins in tuning the 
immune response: lessons from experimental models of inflammatory disease, autoimmunity and 
cancer. Scand J Immunol. 2007 Aug-Sep;66(2-3):143-58. 
 
Rabinovich GA, Toscano MA, Jackson SS, Vasta GR. Functions of cell surface galectin-glycoprotein 
lattices. Curr Opin Struct Biol. 2007 Oct;17(5):513-20.  
 
Radic MZ, Weigert M. Genetic and structural evidence for antigen selection of anti-DNA antibodies. 
Annu Rev Immunol. 1994;12:487-520. 
 
Ray RJ, Stoddart A, Pennycook JL, Huner HO, Furlonger C, Wu GE, Paige CJ. Stromal cell-
independent maturation of IL-7-responsive pro-B cells. J Immunol. 1998 Jun 15;160(12):5886-97. 
 
Reichlin A, Hu Y, Meffre E, Nagaoka H, Gong S, Kraus M, Rajewsky K, Nussenzweig MC. B cell 
development is arrested at the immature B cell stage in mice carrying a mutation in the cytoplasmic 
domain of immunoglobulin beta. J Exp Med. 2001 Jan 1;193(1):13-23. 
 
Retter MW, Nemazee D. Receptor editing occurs frequently during normal B cell development. J Exp 
Med. 1998 Oct 5;188(7):1231-8. 
 
Roldán E, Fuxa M, Chong W, Martinez D, Novatchkova M, Busslinger M, Skok JA. Locus 
'decontraction' and centromeric recruitment contribute to allelic exclusion of the immunoglobulin 
heavy-chain gene. Nat Immunol. 2005 Jan;6(1):31-41. 
 
Rolink AG, Karasuyama H, Grawunder U, Haasner D, Kudo A, Melchers F. B cell development in 
mice with a defective lambda 5 gene. Eur J Immunol. 1993 Jun;23(6):1284-8. 
180
 Rolink AG, Nutt SL, Melchers F, Busslinger M. Long-term in vivo reconstitution of T-cell 
development by Pax5-deficient B-cell progenitors. Nature. 1999 Oct 7;401(6753):603-6. 
 
Rolink AG, Winkler T, Melchers F, Andersson J. Precursor B cell receptor-dependent B cell 
proliferation and differentiation does not require the bone marrow or fetal liver environment. J Exp 
Med. 2000 Jan 3;191(1):23-32. 
 
Rolink AG, Andersson J, Melchers F. Molecular mechanisms guiding late stages of B-cell 
development. Immunol Rev. 2004 Feb;197:41-50. 
 
Rolli V, Gallwitz M, Wossning T, Flemming A, Schamel WW, Zürn C, Reth M. Amplification of B 
cell antigen receptor signaling by a Syk/ITAM positive feedback loop. Mol Cell. 2002 
Nov;10(5):1057-69. 
 
Rombouts WJ, Ploemacher RE. Primary murine MSC show highly efficient homing to the bone 
marrow but lose homing ability following culture. Leukemia. 2003 Jan;17(1):160-70. 
 
Rotblat B, Niv H, André S, Kaltner H, Gabius HJ, Kloog Y. Galectin-1(L11A) predicted from a 
computed galectin-1 farnesyl-binding pocket selectively inhibits Ras-GTP. Cancer Res. 2004 May 
1;64(9):3112-8. 
 
Russell ES, Lawson FA. Selection and inbreeding for longevity of a lethal type. J Hered. 1959 50: 19-
25. 
 
Sadir R, Imberty A, Baleux F, Lortat-Jacob H. Heparan sulfate/heparin oligosaccharides protect 
stromal cell-derived factor-1 (SDF-1)/CXCL12 against proteolysis induced by CD26/dipeptidyl 
peptidase IV. J Biol Chem. 2004 Oct 15;279(42):43854-60. 
 
Sakaguchi N, Berger CN, Melchers F. Isolation of a cDNA copy of an RNA species expressed in 
murine pre-B cells. EMBO J. 1986 Sep;5(9):2139-47. 
 
Sakaguchi N, Melchers F. Lambda 5, a new light-chain-related locus selectively expressed in pre-B 
lymphocytes. Nature. 1986 Dec 11-17;324(6097):579-82. 
 
Sakano H, Hüppi K, Heinrich G, Tonegawa S. Sequences at the somatic recombination sites of 
immunoglobulin light-chain genes. Nature. 1979 Jul 26;280(5720):288-94. 
181
 Sanchez M, Misulovin Z, Burkhardt AL, Mahajan S, Costa T, Franke R, Bolen JB, Nussenzweig M. 
Signal transduction by immunoglobulin is mediated through Ig alpha and Ig beta. J Exp Med. 1993 
Sep 1;178(3):1049-55. 
 
Sandel PC, Monroe JG. Negative selection of immature B cells by receptor editing or deletion is 
determined by site of antigen encounter. Immunity. 1999 Mar;10(3):289-99. 
 
Sandel PC, Gendelman M, Kelsoe G, Monroe JG. Definition of a novel cellular constituent of the 
bone marrow that regulates the response of immature B cells to B cell antigen receptor engagement. J 
Immunol. 2001 May 15;166(10):5935-44. 
 
Schatz DG, Oettinger MA, Baltimore D. The V(D)J recombination activating gene, RAG-1. Cell. 
1989 Dec 22;59(6):1035-48. 
 
Schebesta A, McManus S, Salvagiotto G, Delogu A, Busslinger GA, Busslinger M. Transcription 
factor Pax5 activates the chromatin of key genes involved in B cell signaling, adhesion, migration, and 
immune function. Immunity. 2007 Jul;27(1):49-63. 
 
Schofield R. The relationship between the spleen colony-forming cell and the haemopoietic stem cell. 
Blood Cells. 1978;4(1-2):7-25. 
 
Scott EW, Simon MC, Anastasi J, Singh H. Requirement of transcription factor PU.1 in the 
development of multiple hematopoietic lineages. Science. 1994 Sep 9;265(5178):1573-7. 
 
Seelenmeyer C, Wegehingel S, Tews I, Künzler M, Aebi M, Nickel W. Cell surface counter receptors 
are essential components of the unconventional export machinery of galectin-1. J Cell Biol. 2005 Oct 
24;171(2):373-81. 
 
Seet CS, Brumbaugh RL, Kee BL. Early B cell factor promotes B lymphopoiesis with reduced 
interleukin 7 responsiveness in the absence of E2A. J Exp Med. 2004 Jun 21;199(12):1689-700. 
 
Shaffer AL, Schlissel MS. A truncated heavy chain protein relieves the requirement for surrogate 
light chains in early B cell development. J Immunol. 1997 Aug 1;159(3):1265-75. 
 
182
Shaffer AL, Lin KI, Kuo TC, Yu X, Hurt EM, Rosenwald A, Giltnane JM, Yang L, Zhao H, Calame 
K, Staudt LM. Blimp-1 orchestrates plasma cell differentiation by extinguishing the mature B cell 
gene expression program. Immunity. 2002 Jul;17(1):51-62. 
 
Shimizu T, Mundt C, Licence S, Melchers F, Mårtensson IL. VpreB1/VpreB2/lambda 5 triple-
deficient mice show impaired B cell development but functional allelic exclusion of the IgH locus. J 
Immunol. 2002 Jun 15;168(12):6286-93. 
 
Sigvardsson M, O'Riordan M, Grosschedl R. EBF and E47 collaborate to induce expression of the 
endogenous immunoglobulin surrogate light chain genes. Immunity. 1997 Jul;7(1):25-36. 
 
Sipkins DA, Wei X, Wu JW, Runnels JM, Côté D, Means TK, Luster AD, Scadden DT, Lin CP. In 
vivo imaging of specialized bone marrow endothelial microdomains for tumour engraftment. Nature. 
2005 Jun 16;435(7044):969-73. 
 
Sitnicka E, Bryder D, Theilgaard-Mönch K, Buza-Vidas N, Adolfsson J, Jacobsen SE. Key role of 
flt3 ligand in regulation of the common lymphoid progenitor but not in maintenance of the 
hematopoietic stem cell pool. Immunity. 2002 Oct;17(4):463-72. 
 
Sixt M, Kanazawa N, Selg M, Samson T, Roos G, Reinhardt DP, Pabst R, Lutz MB, Sorokin L. The 
conduit system transports soluble antigens from the afferent lymph to resident dendritic cells in the T 
cell area of the lymph node. Immunity. 2005 Jan;22(1):19-29. 
 
Slifka MK, Antia R, Whitmire JK, Ahmed R. Humoral immunity due to long-lived plasma cells. 
Immunity. 1998 Mar;8(3):363-72. 
 
Stewart M, Thiel M, Hogg N. Leukocyte integrins. Curr Opin Cell Biol. 1995 Oct;7(5):690-6. 
 
Stillman BN, Hsu DK, Pang M, Brewer CF, Johnson P, Liu FT, Baum LG. Galectin-3 and galectin-1 
bind distinct cell surface glycoprotein receptors to induce T cell death. J Immunol. 2006 Jan 
15;176(2):778-89. 
 
Sturm A, Lensch M, André S, Kaltner H, Wiedenmann B, Rosewicz S, Dignass AU, Gabius HJ. 
Human galectin-2: novel inducer of T cell apoptosis with distinct profile of caspase activation. J 
Immunol. 2004 Sep 15;173(6):3825-37. 
 
183
Sugiyama T, Kohara H, Noda M, Nagasawa T. Maintenance of the hematopoietic stem cell pool by 
CXCL12-CXCR4 chemokine signaling in bone marrow stromal cell niches. Immunity. 2006 
Dec;25(6):977-88. 
 
Sun XH. Constitutive expression of the Id1 gene impairs mouse B cell development. Cell. 1994 Dec 
2;79(5):893-900. 
 
Suzuki H, Matsuda S, Terauchi Y, Fujiwara M, Ohteki T, Asano T, Behrens TW, Kouro T, Takatsu 
K, Kadowaki T, Koyasu S. PI3K and Btk differentially regulate B cell antigen receptor-mediated 
signal transduction. Nat Immunol. 2003 Mar;4(3):280-6. 
  
Swanson PC, Desiderio S. RAG-2 promotes heptamer occupancy by RAG-1 in the assembly of a 
V(D)J initiation complex. Mol Cell Biol. 1999 May;19(5):3674-83. 
 
Sweeney EA, Lortat-Jacob H, Priestley GV, Nakamoto B, Papayannopoulou T. Sulfated 
polysaccharides increase plasma levels of SDF-1 in monkeys and mice: involvement in mobilization 
of stem/progenitor cells. Blood. 2002 Ja 1;99(1):44-51. 
 
Tachibana K, Hirota S, Iizasa H, Yoshida H, Kawabata K, Kataoka Y, Kitamura Y, Matsushima K, 
Yoshida N, Nishikawa S, Kishimoto T, Nagasawa T. The chemokine receptor CXCR4 is essential for 
vascularization of the gastrointestinal tract. Nature. 1998 Jun 11;393(6685):591-4. 
 
Takahama Y. Journey through the thymus: stromal guides for T-cell development and selection. Nat 
Rev Immunol. 2006 Feb;6(2):127-35. 
 
Takeda S, Shimizu T, Rodewald HR. Interactions between c-kit and stem cell factor are not required 
for B-cell development in vivo. Blood. 1997 Jan 15;89(2):518-25. 
 
Taniguchi H, Toyoshima T, Fukao K, Nakauchi H. Presence of hematopoietic stem cells in the adult 
liver. Nat Med. 1996 Feb;2(2):198-203. 
 
ten Boekel E, Melchers F, Rolink A. The status of Ig loci rearrangements in single cells from different 
stages of B cell development. Int Immunol. 1995 Jun;7(6):1013-9. 
 
ten Boekel E, Melchers F, Rolink AG. Changes in the V(H) gene repertoire of developing precursor B 
lymphocytes in mouse bone marrow mediated by the pre-B cell receptor. Immunity. 1997 
Sep;7(3):357-68. 
184
 Tiegs SL, Russell DM, Nemazee D. Receptor editing in self-reactive bone marrow B cells. J Exp 
Med. 1993 Apr 1;177(4):1009-20. 
 
Tokoyoda K, Egawa T, Sugiyama T, Choi BI, Nagasawa T. Cellular niches controlling B lymphocyte 
behavior within bone marrow during development. Immunity. 2004 Jun;20(6):707-18. 
 
Tsai CM, Chiu YK, Hsu TL, Lin IY, Hsieh SL, Lin KI. Galectin-1 promotes immunoglobulin 
production during plasma cell differentiation. J Immunol. 2008 Oct1;181(7):4570-9. 
 
Tsubata T, Reth M. The products of pre-B cell-specific genes (lambda 5 and VpreB) and the 
immunoglobulin mu chain form a complex that is transported onto the cell surface. J Exp Med. 1990 
Sep 1;172(3):973-6. 
 
Tze LE, Schram BR, Lam KP, Hogquist KA, Hippen KL, Liu J, Shinton SA, Otipoby KL, Rodine PR, 
Vegoe AL, Kraus M, Hardy RR, Schlissel MS, Rajewsky K, Behrens TW. Basal immunoglobulin 
signaling actively maintains developmental stage in immature B cells. PLoS Biol. 2005 Mar;3(3):e82. 
 
Ubelhart R, Bach MP, Eschbach C, Wossning T, Reth M, Jumaa H. N-linked glycosylation 
selectively regulates autonomous precursor BCR function. Nat Immunol. 2010 Aug;11(8):759-65. 
 
Ulyanova T, Scott LM, Priestley GV, Jiang Y, Nakamoto B, Koni PA, Papayannopoulou T. VCAM-1 
expression in adult hematopoietic and nonhematopoietic cells is controlled by tissue-inductive signals 
and reflects their developmental origin. Blood. 2005 Jul 1;106(1):86-94. 
 
Urbánek P, Wang ZQ, Fetka I, Wagner EF, Busslinger M. Complete block of early B cell 
differentiation and altered patterning of the posterior midbrain in mice lacking Pax5/BSAP. Cell. 1994 
Dec 2;79(5):901-12. 
 
van Ewijk W, Holländer G, Terhorst C, Wang B. Stepwise development of thymic 
microenvironments in vivo is regulated by thymocyte subsets. Development. 2000 Apr;127(8):1583-
91. 
 
van Gent DC, McBlane JF, Ramsden DA, Sadofsky MJ, Hesse JE, Gellert M. Initiation of V(D)J 
recombinations in a cell-free system by RAG1 and RAG2 proteins. Curr Top Microbiol Immunol. 
1996;217:1-10. 
 
185
Verkoczy L, Duong B, Skog P, Aït-Azzouzene D, Puri K, Vela JL, Nemazee D. Basal B cell receptor-
directed phosphatidylinositol 3-kinase signaling turns off RAGs and promotes B cell-positive 
selection. J Immunol. 2007 May 15;178(10):6332-41. 
 
Vettermann C, Herrmann K, Jäck HM. Powered by pairing: the surrogate light chain amplifies 
immunoglobulin heavy chain signaling and pre-selects the antibody repertoire. Semin Immunol. 2006 
Feb;18(1):44-55. 
 
Visnjic D, Kalajzic Z, Rowe DW, Katavic V, Lorenzo J, Aguila HL. Hematopoiesis is severely altered 
in mice with an induced osteoblast deficiency. Blood. 2004 May 1;103(9):3258-64. 
 
von Boehmer H, Melchers F. Checkpoints in lymphocyte development and autoimmune disease. Nat 
Immunol. 2010 Jan;11(1):14-20. 
 
von Freeden-Jeffry U, Vieira P, Lucian LA, McNeil T, Burdach SE, Murray R. Lymphopenia in 
interleukin (IL)-7 gene-deleted mice identifies IL-7 as a nonredundant cytokine. J Exp Med. 1995 Apr 
1;181(4):1519-26. 
 
Vosshenrich CA, Cumano A, Müller W, Di Santo JP, Vieira P. Thymic stromal-derived 
lymphopoietin distinguishes fetal from adult B cell development. Nat Immunol. 2003 Aug;4(8):773-9. 
 
Walzel H, Fahmi AA, Eldesouky MA, Abou-Eladab EF, Waitz G, Brock J, Tiedge M. Effects of N-
glycan processing inhibitors on signaling events and induction of apoptosis in galectin-1-stimulated 
Jurkat T lymphocytes. Glycobiology. 2006 Dec;16(12):1262-71. 
 
Wang JH, Nichogiannopoulou A, Wu L, Sun L, Sharpe AH, Bigby M, Georgopoulos K. Selective 
defects in the development of the fetal and adult lymphoid system in mice with an Ikaros null 
mutation. Immunity. 1996 Dec;5(6):537-49. 
 
Wang J, Lu ZH, Gabius HJ, Rohowsky-Kochan C, Ledeen RW, Wu G. Cross-linking of GM1 
ganglioside by galectin-1 mediates regulatory T cell activity involving TRPC5 channel activation: 
possible role in suppressing experimental autoimmune encephalomyelitis. J Immunol. 2009 Apr 
1;182(7):4036-45. 
 
Waskow C, Paul S, Haller C, Gassmann M, Rodewald HR. Viable c-Kit(W/W) mutants reveal pivotal 
role for c-kit in the maintenance of lymphopoiesis. Immunity. 2002 Sep;17(3):277-88. 
 
186
Wickenhauser C, Lorenzen J, Thiele J, Hillienhof A, Jungheim K, Schmitz B, Hansmann ML, 
Fischer R. Secretion of cytokines (interleukins-1 alpha, -3, and -6 and granulocyte-macrophage 
colony-stimulating factor) by normal human bone marrow megakaryocytes. Blood. 1995 Feb 
1;85(3):685-91. 
 
Wienands J, Schweikert J, Wollscheid B, Jumaa H, Nielsen PJ, Reth M. SLP-65: a new signaling 
component in B lymphocytes which requires expression of the antigen receptor for phosphorylation. J 
Exp Med. 1998 Aug 17;188(4):791-5. 
 
Winkler IG, Barbier V, Wadley R, Zannettino AC, Williams S, Lévesque JP. Positioning of bone 
marrow hematopoietic and stromal cells relative to blood flow in vivo: serially reconstituting 
hematopoietic stem cells reside in distinct nonperfused niches. Blood. 2010 Jul 22;116(3):375-85. 
 
Winter O, Moser K, Mohr E, Zotos D, Kaminski H, Szyska M, Roth K, Wong DM, Dame C, 
Tarlinton DM, Schulze H, MacLennan IC, Manz RA. Megakaryocytes constitute a functional 
component of a plasma cell niche in the bone marrow. Blood. 2010 Sep 16;116(11):1867-75. 
 
Wossning T, Herzog S, Köhler F, Meixlsperger S, Kulathu Y, Mittler G, Abe A, Fuchs U, Borkhardt 
A, Jumaa H. Deregulated Syk inhibits differentiation and induces growth factor-independent 
proliferation of pre-B cells. J Exp Med. 2006 Dec 25;203(13):2829-40. 
 
Wu L, Vandenabeele S, Georgopoulos K. Derivation of dendritic cells from myeloid and lymphoid 
precursors. Int Rev Immunol. 2001 Feb;20(1):117-35. 
 
Yamagami T, ten Boekel E, Andersson J, Rolink A, Melchers F. Frequencies of multiple IgL chain 
gene rearrangements in single normal or kappaL chain-deficient B lineage cells. Immunity. 1999 
Sep;11(3):317-27. 
 
Yamamoto H, Nishi N, Shoji H, Itoh A, Lu LH, Hirashima M, Nakamura T. Induction of cell 
adhesion by galectin-8 and its target molecules in Jurkat T-cells. J Biochem. 2008 Mar;143(3):311-24. 
 
Yang L, Bryder D, Adolfsson J, Nygren J, Månsson R, Sigvardsson M, Jacobsen SE. Identification of 
Lin(-)Sca1(+)kit(+)CD34(+)Flt3- short-term hematopoietic stem cells capable of rapidly reconstituting 
and rescuing myeloablated transplant recipients. Blood. 2005 Apr 1;105(7):2717-23. 
 
Yang RY, Rabinovich GA, Liu FT. Galectins: structure, function and therapeutic potential. Expert 
Rev Mol Med. 2008 Jun 13;10:e17. 
187
 Yokota T, Oritani K, Mitsui H, Aoyama K, Ishikawa J, Sugahara H, Matsumura I, Tsai S, Tomiyama 
Y, Kanakura Y, Matsuzawa Y. Growth-supporting activities of fibronectin on hematopoietic 
stem/progenitor cells in vitro and in vivo: structural requirement for fibronectin activities of CS1 and 
cell-binding domains. Blood. 1998 May 1;91(9):3263-72. 
 
Yoshida T, Ng SY, Zuniga-Pflucker JC, Georgopoulos K. Early hematopoietic lineage restrictions 
directed by Ikaros. Nat Immunol. 2006 Apr;7(4):382-91. 
 
Yoshihara H, Arai F, Hosokawa K, Hagiwara T, Takubo K, Nakamura Y, Gomei Y, Iwasaki H, 
Matsuoka S, Miyamoto K, Miyazaki H, Takahashi T, Suda T. Thrombopoietin/MPL signaling 
regulates hematopoietic stem cell quiescence and interaction with the osteoblastic niche. Cell Stem 
Cell. 2007 Dec 13;1(6):685-97. 
 
Zhang J, Niu C, Ye L, Huang H, He X, Tong WG, Ross J, Haug J, Johnson T, Feng JQ, Harris S, 
Wiedemann LM, Mishina Y, Li L. Identification of the haematopoietic stem cell niche and control of 
the niche size. Nature. 2003 Oct 23;425(6960):836-41. 
 
Zhang Y, Adachi Y, Suzuki Y, Minamino K, Iwasaki M, Hisha H, Song CY, Kusafuka K, Nakano K, 
Koike Y, Wang J, Koh E, Cui Y, Li C, Ikehara S. Simultaneous injection of bone marrow cells and 
stromal cells into bone marrow accelerates hematopoiesis in vivo. Stem Cells. 2004;22(7):1256-62. 
 
Zhou J, Mauerer K, Farina L, Gribben JG. The role of the tumor microenvironment in hematological 
malignancies and implication for therapy. Front Biosci. 2005 May 1;10:1581-96. 
 
Zhu C, Anderson AC, Schubart A, Xiong H, Imitola J, Khoury SJ, Zheng XX, Strom TB, Kuchroo 
VK. The Tim-3 ligand galectin-9 negatively regulates T helper type 1 immunity. Nat Immunol. 2005 
Dec;6(12):1245-52. 
 
Zou YR, Kottmann AH, Kuroda M, Taniuchi I, Littman DR. Function of the chemokine receptor 
CXCR4 in haematopoiesis and in cerebellar development. Nature. 1998 Jun 11;393(6685):595-9. 
188
